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LISTA DE ABREVIATURAS 

A continuación se presenta una lista de las abreviaturas no convencionales 
empleadas en el texto. 

%MA/20 C: 	Porcentaje de macrófagos alveolares que migraron en la 
quimiotaxis y que fueron observados en 20 campos a 100x. 

la. Bif: 	 Primera bifurcación después del bronquiolo terminal. 

2a. Bif: 	 Segunda bifurcación después del bronquiolo terminal. 

A: 	 Fibras de asbesto crisotilo. 

aC: 	 Partículas de alfa cuarzo (sílice cristalino). 

AS: 	 Acido siálico. 

BT: 	 Bronquiolo terminal. 

CA: 	 Conducto alveolar. 

Fe: 	 Partículas de hierro carbonilo. 

Grupo 3/0: 	Las ratas se sacrificaron inmediátamente después de una 
exposición de tres horas. 

Grupo 3/0a: 	Las ratas fueron fijadas por vía aérea inmediátamente 
después de una exposición de tres horas. 

Grupo 3/0v: 	Las ratas fueron fijadas por vía vascular inmediátamente 
después de una exposición de tres horas. 

Grupo 3/1: 	Las ratas se sacrificaron un mes después de una exposición 
de tres horas. 

Grupo 3/8: 	Las ratas se sacrificaron ocho días después de una exposición 
de tres horas. 

Grupo 3/24: 	Las ratas se sacrificaron 24 horas después de una exposición 
de tres horas. 
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Abreviaturas 

Gupo C: 	Las ratas fueron expuestas a aire ambiente. 

Grupo T: 	Grupo de ratas expuestas durante tres horas a asbesto en tres 
días consecutivos. 

Grupo T/O: 	Las ratas fueron sacrificadas inmediátamente depués de la 
tercera dosis de asbesto. 

Grupo T/8: 	Las ratas fueron sacrificadas ocho días depués de la tercera 
dosis de asbesto. 

Grupo T/24: 	Las ratas fueron sacrificadas 24 horas depués de la tercera 
dosis de asbesto. 

Grupo U: 	Grupo expuesto una vez a asbesto crisotilo por tres horas. 

Grupo U/O: 	Las ratas fueron sacrificadas inmediátamente depués de una 
exposición de tres horas a asbesto. 

Grupo U18: 	Las ratas fueron sacrificadas ocho días depués de una 
exposición de tres horas a asbesto. 

Grupo U/24: 	Las ratas fueron sacrificadas 24 horas depués de una 
exposición de tres horas a asbesto. 

H y E: 	 Tinción histológica con hematoxilina y eosina. 

LAA: 	 Lavado pulmonar activado con asbesto. 

LAC: 	 Lavado pulmonar activado con alfa cuarzo. 

LAPM: 	 Lavado pulmonar activado con polvo de Mexicali. 

LAZ: 	 Lavado pulmonar activado con zimosán. 

LBA: 	 Lavado bronquioalveolar o pulmonar. 

LBA cimas*: Lavado bronquioalveolar con masaje suave. 

LBA s/masaje: Lavado bronquioalveolar por gravedad. 

LN: 	 Lavado pulmonar normal. 

MA: 	 Macrófagos alveolares. 
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Abreviaturas 

MEB: 	 Microscopía electrónica de barrido 

MER: 	 Microscopio de electrones retrodispersos. 

MET: 	 Microscopía electrónica de transmisión. 

ML: 	 Microscopía de luz. 

MRx: 	 Microanálisis de rayos-x. 

PBS: 	 Solución salina amortiguadora con fosfatos. 

PM: 	 Polvo de Mexicali. 

S: 	 Suero de rata normal. 

SAA: 	 Suero de rata activado con asbesto. 

SAceC: 	 Suero de rata activado con alfa cuarzo. 

SAFe: 	 Suero de rata activado con hierro carbonilo. 

SAPM: 	 Suero de rata activado con polvo de Mexicali. 

SAZ: 	 Suero de rata activado con zimosán. 

UCH50: 	Unidades de complemento hemolítico al 50%. 

Z: 	 Zimosán. 
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INTRODUCCION  

El estudio experimental de los efectos tisulares y celulares inducidos por 

polvos inorgánicos en el pulmón representa una fase trascendental en el estudio 

de las enfermedades humanas producidas por la exposición ambiental a dichos 

polvos. Esta es un área de estudio de gran actualidad, dado el desarrollo 

industrial del mundo y la consiguiente contaminación ambiental. 

La evaluación de los efectos tóxicos imputables a las partículas 

contaminantes requiere de investigaciones epidemiológicas, 	clínicas y 

experimentales (in vitro e in vivo). La gran cantidad de variables que existen en 

estos procesos hace difícil establecer controles estrictos para cada nivel de 

estudio. De todos estos los modelos experimentales sirven para corroborar de 

una manera más controlada las observaciones hechas en humanos, así como 

para proponer los mecanismos de daño y respuesta en los sistemas biológicos 

expuestos a contaminantes inorgánicos (1). 

Si bien en un principio estas investigaciones tendieron a dar respuestas de 

aplicación práctica inmediata (2, 3), en la actualidad tienen como objetivo 

adicional el investigar problemas de trascendencia biológica como la activación, 

la comunicación, la transformación y la muerte celular (4, 5, 6, 7). 

Se sabe que las enfermedades pulmonares relacionadas con la inhalación 

de polvos inorgánicos existieron desde hace siglos (8). A partir de la revolución 

industrial, estas enfermedades han adquirido una mayor importancia y no 

obstante las medidas de control existentes, siguen representando un problema de 
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salud que no se limita al ambiente laboral, sino que ha trascendido a la 

comunidad. 

En 1866 Zenker introdujo el término Neumoconiosis_ para agrupar a los 

padecimientos pulmonares relacionados con la inhalación de polvos que 

afectaban particularmente a los mineros. Pocos años después se reconoció al 

cuarzo (sílice cristalino) como uno de los principales agentes productores de 

neumoconiosis, acuñándose el término de silicosis (9). Con el paso del tiempo se 

han identificado nuevos padecimientos asociados con otros contaminantes, tales 

como: el asbesto con la asbestosis; los silicatos no asbesto con la silicatosis; el 

talco con la talcosis; el asbesto con cáncer pulmonar y pleura!; etc. (Cuadro 1). 

Como ya se mencionó, estas asociaciones se han establecido por la integración 

de informaciones obtenidas de estudios epidemiológicos, clínicos y 

experimentales (9, 10, 11). 

Las lesiones pulmonares producidas por la inhalación de polvos 

inorgánicos generalmente se manifiestan después de varios años de haberse 

iniciado la exposición (10 - 20 años). Sus expresiones clínicas son el resultado de 

afección intersticial pulmonar, que en ocasiones se combina con problemas 

obstructivos cuando coexiste con otros contaminantes como gases o humo de 

cigarro (9, 10). Otra posibilidad es la producción de neoplasias pulmonares o 

pleurales, especialmente en el caso del asbesto y cuyo riesgo aumenta si se 

asocia con el tabaquismo (12, 13). En otros casos las alteraciones pulmonares 

son mínimas y no alteran la función respiratoria. Como se puede observar existe 

una gama de manifestaciones, cuyo reconocimiento temprano es difícil y cuya 

progresión, en la mayoría de los casos, es invalidante y letal. El reconocimiento 

de estas enfermedades depende en buena medida de la capacidad para 

identificar el antecedente de exposición a polvos y del reconocimiento del 

potencial tóxico de los mismos, Esto no representa problema alguno cuando la 

2 
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CUADRO 1 

Neumoconiosis 

Partículas 
	

Enfermedad 
	

Exposición 

Sílice cristalino  

Asbesto  

Carbón  

Silicatos:  
Fibra de vidrio 

Talco 

Tierra diatomácea 
Caolín 

Feldespatos 

Micas  

Fibrosis y/o Cáncer 

Silicosis 

Asbestosis 
Mesotelioma 
Cáncer pulmonar 

Antracosis con fi- 
brosis progresiva 

Fibrosis, mesote- 
liorna y cáncer 
Talcosis 

Silicatosis 
Silicatosis 

Silicatosis 

Silicatosis  

Minerialalfare- 
ría,limpiadores 
con chorros de 
arena 

Minería, aisla - 
miento, cons- 
trucción. Expo- 
sición en pobla 
ción abierta. 

Minería 

Industrial 

Drogadictos, 
talco comercial 
Industrial 
Alfareros, 
Minería 
Erupciones vol- 
cánicas, tolva- 
neras 
Minería, manu - 
facturas, gran- 
jeros 

berilio 	 Beriliosis 	 Industrial 

3 
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CUADRO 1 (Cont,) 

Partículas 
	

Enfermedad 	 Exposición 

Mácul?s de polvo *  

Aluminosis 	 Industrial 

Siderosis 	 Industrial 
Soldadores 

Enfermedad de los 	 Minería 
mineros de la he- 
m atita 
Pulidores de plata 	 Orfebrería 

Pulmón de titanio 	 Industria 

Estanosis 	 Industrial 

Baritosis 	 Minería y 
después de 
radiología 
contrastada 

Aluminio 

i ni 

Estaño 

Bario  

*La mayoría de estos elementos se acumulan en el pulmón en forma de máculas, sin que haya 
mayor alteración intersticial. No obstante se han informado casos graves de fibrosis pulmonar como: 
la enfermedad de los mineros de la hematita. Existen otras enfermedades por la inhalación de 
vapores de mercurio, cadmio, bauxita, berilio y la enfermedad de los soldadores de arco, entre 
otras. 

identificación se realiza en ambientes laborales con contaminantes conocidos y lo 

que procede, es el reconocimiento temprano de la enfermedad por medio de 

sondeos periódicos con pruebas de función respiratoria y radiografías de tórax en 

la población expuesta (14, 15, 16). El diagnóstico resulta más difícil cuando nos 

4 
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enfrentamos con un paciente fuera del ambiente laboral, sin antecedentes 

precisos de exposición o que estuvo expuesto a un contaminante con potencial 

patógeno desconocido. 

A pesar de que la mayoría de los polvos inorgánicos tóxicos tienen como 

blanco de acción al intersticio pulmonar, existen diferencias importantes en el tipo 

y la gravedad de la lesión histológica que producen. La silicoisis típica presenta 

lesiones nodulares fibrosas con arreglos concéntricos de las fibras de colágena, 

poco celulares y con distribución periférica de las partículas. Este cuadro 

histológico se observa en sujetos expuestos a polvos con concentración de sílice 

de alrededor de 30% por períodos de 20 a 40 años y en sujetos expuestos a dosis 

mayores por períodos más cortos (5 a 15 años). Las lesiones silicóticas pueden 

evolucionar a fibrosis masiva con distribución preferencialmente localizada en los 

lóbulos superiores. En algunos otros casos, la lesión pulmonar se desarrolla 

después de uno a tres años de exposiciones graves y cortas y en las que el 

nódulo silicótico no es la lesión característica, sino una fibrosis intersticiol con 

depósito intralveolar de proteínas, lípidos y células (9, 17). 

En el caso de la asbestosis, las lesiones pulmonares culminan en alveolitis 

fibrosante, después de haber pasado por un espectro de lesiones intersticiales 

inflamatorias (10). Una característica muy particular de esta entidad es la 

presencia de fibras de asbesto recubiertas con hierro y proteínas en el seno de las 

lesiones y que se conocen con el nombre de cuerpos ferruginosos. 

En el caso de la inhalación de talco y otros silicatos no asbesto, la reacción 

intersticial pulmonar se caracteriza por la presencia de granulomas de cuerpo 

extraño, en las que es posible identificar partículas por medio de la polarización 

de la luz o por microanálisis de rayos-x. 

En algunos otros casos de inhalación de polvos inorgánicos, su bajo 

potencial patógeno resulta en el depósito y retención intrapuimonar de las 

5 
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partículas sin que se desarrollen lesiones significativas. Estos depósitos 

(intralveolares, alrededor de las vías aéreas o de vías linfáticas), provocan 

opacidades radiológicas que en determinado momento pudieran sugerir la 

existencia de una lesión intersticial pulmonar. Tal sería el caso de la inhalación de 

óxido de hierro, de bario, de estaño, de titanio y de carbón. En estos casos 

siempre hay que considerar la participación del sílice, ya que también se libera en 

las actividades extractivas de dichas partículas y pudiera ser responsable de la 

producción de lesiones intersticiales. Por ejemplo: la fibrosis y nódulos silicóticos 

en la enfermedad de los mineros del carbón o en el pulmón de los mineros de la 

hematita (óxido de hierro y sílice). 

Los datos anteriores sugieren la participación de múltiples variables en la 

generación, matenimiento y progresión de las lesiones producidas por las 

partículas inorgánicas. Dentro de ellas podemos señalar: dosis, tiempo de 

exposición, tamaño y características fisicoquímicas de las partículas, depósito, 

retención y elimininación de las mismas; así como la susceptibilidad del 

individuo. Este último permanece como un campo prácticamente inexplorado 

hasta la fecha. 

Los estudios de retención, depósito y depuración pulmonar de las 

partículas han originado el concepto de "fracción respirable de las partículas" (18). 

Este concepto ha sido aplicado en las técnicas de muestreo de aire y corresponde 

a aquellas partículas capaces de alcanzar la periferia de los pulmones y que 

tienen un diámetro aerodinámico menor a 3.5 pm. Estas partículas tienden a 

permanecer atrapadas en el pulmón y por lo tanto representan un riesgo de 

producir enfermedad. Tanto los estudios en humanos con marcadores radiactivos, 

como los modelos matemáticos desarrollados ex profeso para estudiar este tema, 

consideran que los patrones de depósito se circunscriben a tres compartimentos: 

6 
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1) nariz, 2) árbol traqueobronquial y 3) parénquima pulmonar (19). Practicamente 

el 100% de las partículas mayores de 10 µm son eliminadas en las vías aéreas 

superiores por los vellos y el aparato mucociliar. 

El depósito de las partículas comprendidas en la fracción respirable 

obedece a cinco mecanismos: impactación por inercia, sedimentación, difusión o 

movimiento browniano, precipitación electrostática o intercepción (20). De éstas, 

la precipitación electrostática no parece desempeñar un papel muy importante. La 

impactación por inercia ocurre con mayor frecuencia en el nivel bronquial y el 

resto corresponden a mecanismos de depósito del nivel periférico. 

La eliminación de las partículas del parénquima pulmonar (de bronquiolo 

terminal a alveolo) se debe a varios factores, la mayoría aún no bien 

caracterizados y que pueden dividirse en rápidos (responsables del 60% de la 

eliminación) y lentos (40%). El más claro de ellos corresponde a la eliminación de 

partículas por el macrófago alveolar (mecanismo rápido), el que participa 

eficientemente ante concentraciones moderadas de partículas. Cuando existen 

concentraciones mayores, este mecanismo alcanza una meseta dejando paso a 

otros posibles mecanismos, como serían: la existencia de un gradiente en el 

fluido alveolar que "desplace" a las partículas hacia el aparato mucociliar (20); o 

la migración de las partículas hacia el intersticio (21) o hacia los linfáticos (22) 

(todos ellos mecanismos lentos). 

El conocimiento de la relación entre depósito, eliminación y retención de 

partículas permite establecer la posibilidad de desarrollar una lesión y de conocer 

su sitio anatómico de inicio. La correlación entre los resultados obtenidos con 

modelos matemáticos de retención de partículas y la cantidad encontrada después 

de la incineración de pulmones de pacientes con silicosis, resulta ser muy buena. 

Los cálculos matemáticos indican que en un sujeto cualquiera, la retención 

7 
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pulmonar del total de partículas depositadas durante un año, sería del 9%. En el 

caso de exposiciones intermitentes, similares a las ocupacionales, se retendría el 

1.5% del total de las partículas inhaladas. Los estudios de retención en pulmones 

de mineros con silicosis han demostrado que se retiene de 2% a 5% del total de 

las partículas inhaladas durante todo el tiempo de exposición (23). Existen 

pruebas de que estos resultados se modifican de manera importante por los 

patrones respiratorios y por el tamaño de las partículas. 

Como ya se mencionó, el sitio anatómico en donde ocurre el depósito de 

las partículas depende del tamaño de las mismas y de los cinco mecanismos de 

depósito señalados. Las partículas de la fracción respirable tienden a captarse 

preferentemente en los bronquiolos respiratorios, de acuerdo con los modelos 

matemáticos (23). Esta predicción parece confirmarse en los humanos, ya que las 

lesiones inciales y el depósito de partículas en casos tempranos de asbestosis o 

enfermedad de los mineros del carbón, ocurren en este nivel (24, 25, 26). Estos 

hallazgos sugieren la posibilidad de que existan alteraciones obstructivas en la vía 

aérea menor en los estadios iniciales de la enfermedad neumoconiósica, 

imputables a la pura inhalación de las partículas (27). Los estudios 

experimentales en ratas expuestas por vía nasal a diferentes partículas (asbesto, 

sílice, ceniza volcánica, etc.), demuestran que el depósito e inicio de las lesiones 

ocurren en el nivel de la primera bifurcación de las vías aéreas menores después 

del bronquiolo terminal, sugiriendo que la impactación de las partículas 

desempeña un papel importante como mecanismo de depósito (28, 29). En el 

caso de los roedores esta bifurcación corresponde al conducto alveolar por 

carecer de bronquiolos respiratorios. Cabe mencionar que esta situación se altera 

cuando el modelo experimental se basa en la instilación intratraqueal de las 

partículas (30, 31). 

Otros factores importantes que se deben tomar en cuenta son la 
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composición y características físicas de las partículas. Existen algunas partículas 

que, a pesar de depositarse y retenerse en el pulmón, tienen efectos mínimos o 

nulos (p. ej.: hierro), en cambio, otras partículas presentan grados diversos de 

patogenicidad. Los estudios experimentales con sílice y asbesto han puesto la 

pauta para establecer la existencia de partículas inertes o patógenas y para 

establecer los mecanismos de daño celular en el caso de las patógenas (32). 

Desde hace varios años se ha establecido una correlación importante entre 

la capacidad citotóxica de las partículas y su capacidad para inducir fibrosis 

pulmonar (33). De esta manera, las pruebas de hemólisis se han convertido en 

un instrumento primario para la evaluación de cualquier partícula que se sospeche 

como patógena. 

Los estudios de cuarzo y asbesto han permitido proponer algunos 

mecanismos para explicar su citotoxicidad. En el caso del primero, originalmente 

se pensó que la disolución de las partículas en un medio acuoso liberaba ácido 

silícico, que era responsable de la ruptura celular (34). En la actualidad se acepta 

que el fenómeno de hemólisis depende de dos pasos: 1) adherencia de la 

partícula ala célula y 2) lisis o ruptura de membranas. La adherencia depende de 

grupos donadores de protones (silanol), que existen en la superficie de las 

partículas cuando se hidratan, y la lisis está mediada por las cargas negativas de 

la partículas impartidas por sus oxígenos (35). Estos mecanismos pueden ser 

bloqueados de manera independiente. La adherencia de las partículas a la 

superficie celular se bloquea con polímeros aceptores de protones como el óxido 

de polivinilpiridina y la acción lítica, con cationes como el aluminio (35). Existe 

prueba de que la ruptura de los glóbulos rojos expuestos a sílice resulta de la 

interacción de los radicales silanol ionizados (aniones) en la superficie de la 

partícula, con la proteína de la banda 3 de su membrana (32). 
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En el caso del asbesto su citotoxicidad parece estar mediada por las 

características iónicas de su superficie (la mayoría de las veces catiónica). En el 

caso de la variedad de asbesto crisotilo (silicato de magnesio), el mecanismo de 

citotoxicidad parece depender de la interacción del magnesio presente en su 

superficie con los residuos de ácido siálico de glucoproteínas o glucolípidos de la 

membrana (36, 37, 38). El empleo de agentes quelantes, como el EDTA, 

bloquea los efectos hemolíticos de las partículas (2). 

El asbesto ofrece otras interrogantes en cuanto a su relación con el cáncer. 

Aquí los estudios experimentales en animales demostraron la importancia que 

tiene la dosis, composición y dimensiones de las fibras en el desarrollo de 

tumores. Wagner y col. (39) fueron los primeros en provocar mesoteliomas en 

ratas a las que se administró el asbesto intrapleuralmente. Años depués, los 

trabajos de Stanton probaron que un factor determinante en la producción de los 

mesoteliomas por fibras de asbesto o de vidrio era el número de fibras dentro de 

un rango menor o igual a 1.5 prn de diámetro y mayores de 8 .tm de largo, 

independientemente de su composición (Hipótesis de Stanton) (40, 41). Este 

último comentario resulta relevante, ya que los estudios epidemiológicos de 

mesotelioma y asbesto han señalado que las diferentes variedades de asbesto 

difieren en su potencial fibrogénico o cancerígeno (mesotelioma o broncogénico) 

(41). En el caso del mesotelioma, éste se observa con mayor frecuencia asociado 

de manera decreciente a exposiciones a crocidolita (asbesto azul), amosita 

(asbesto café), crisotilo (asbesto blanco) y antofilita (10). No obstante estas 

observaciones, los estudios experimentales no han corroborado estas diferencias. 

En cambio si se ha señalado que las dimensiones de las fibras desempeñan el 

papel más importante. Actualmente la hipótesis de Stanton no se considera 

exacta y hay pruebas de que la variable determinante para conservar su potencial 
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cancerígeno es una relación constante de 100:1 entre el largo y el diámetro de las 

fibras (32). En este caso, las características superficiales de las fibras también 

parecen desempeñar un papel importante, ya que cuando las fibras se tratan 

previamente con ácido pierden la capacidad de inducir neoplasias en animales de 

experimentación. Existen otros postulados que tratan de explicar el papel del 

asbesto en el desarrollo de tumores. Durante algún tiempo se pensó que las 

trazas de metales como Co, Ni o Fe, presentes en las fibras, pudiéran estar 

determinando su capacidad cancerígena; sin embargo, años después se probó 

falso. También se ha postulado la posibilidad de que la adsorción de 

hidrocarburos policíclicos (bezopireno) en la superficie de las partículas sirviera 

como vehículo de este bien conocido factor iniciador de neoplasias y que el 

asbesto funcionara como un promotor (32). Estudios recientes in vitro han 

demostrado que el asbesto es capaz de producir transformaciones neoplásicas en 

cultivos celulares de fibroblastos o células mesoteliales de rata y humanas (6, 42), 

además de inducir rearreglos cromosómicos (42). Estas pruebas sugieren que el 

asbesto tiene efecto cancerígeno per se, en el que las interacciones partícula- 

superficie celular desempeñan un papel importante. 

En párrafos anteriores se señaló la correlación existente entre la capacidad 

citotóxica o membranolítica de las partículas y su capacidad fibrogénica sobre el 

pulmón. En años recientes se ha llamado la atención a los efectos que dichas 

partículas ejercen sobre las células sobrevivientes. Si bien es cierto que la 

destrucción celular resulta en la liberación de substancias intracelulares con 

diversas funciones biológicas y que esta destrucción celular redundaría en 

disminución de la capacidad defensiva pulmonar, la acción sobre la células 

sobrevivientes podría generar la elaboración de múltiples sustancias moduladoras 

11 



Introducción 

de la respuesta inflamatoria y cicatrizal. Es más, la interacción de las partículas 

con sitios específicos de la membrana celular podría ser la manera de iniciación 

de algunos procesos intracelulares. 

En la actualidad se acepta la participación central del macrófago alveolar 

en el proceso de eliminación e inicio de la respuesta pulmonar a partículas 

inhaladas (4, 7, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50). Como ya describimos 

anteriormente, el depósito de diversas partículas inhaladas ocurre en la primera 

bifurcación del conducto alveolar en la rata. Es en este sitio en donde también se 

inicia la respuesta pulmonar a estas partículas y se caracteriza por la migración y 

acúmulo de macrófagos alveolares en ese nivel. En el caso particular de la 

exposición a asbesto, la respuesta macrofágica parece estar mediada por la 

activación in sito del complemento (43), aunque existen pruebas de que otras 

partículas también son capaces de activar al complemento in vitro (51). La 

presencia de complemento en las secreciones pulmonares es bien conocida (52), 

y también que el asbesto es capaz de activarlo por la vía alterna (53, 54). 

Estudios in vivo en los que se expusieron ratas decomplementadas con veneno 

de cobra y ratas normales, mostraron ausencia casi total de respuesta 

macrofágica en las primeras a pesar de que en ellas hubo un depósito de fibras 

que fue similar al observado en las ratas control. El estudio de las secreciones 

pulmonares de estas ratas ha demostrado la presencia de un agente quimiotáctico 

con peso molecular de 10 - 15 kDa en las ratas control, que no apareció en las 

tratadas con veneno de cobra (43). 

Estos y otros estudios han demostrado la participación central del 

macrófago en la progresión de las lesiones intersticiales pulmonares producidas 

por partículas inorgánicas. 

Con esto se han abierto una serie de investigaciones tanto in vivo como 
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in vitro encaminadas a identificar los factores responsables de mantener la 

respuesta inflamatoria y de iniciar la respuesta fibrogénica. El mayor cúmulo de 

información se ha obtenido de estudios in vitro y queda por determinar su papel 

en el proceso in vivo. 

Son muchos los factores macrofágicos producidos in vitro después de su 

estimulación con partículas como el cuarzo y el asbesto. Algunos de estos 

factores participan en el proceso inflamatorio, como son: metabolitos de ácido 

araquidónico (48), complemento (44), factores quimiotácticos para 

polimorfonucleares (45) y macrófagos (43, 46), interleucinas 1 (4) y 2 (47), PDGF 

(5), etc. Algunos otros factores se relacionarían con el proceso cicatrizal como: el 

factor de crecimiento fibroblástico producido por los macrófagos (56), además de 

la liberación de una buena cantidad de enzimas capaces de modular ambas 

respuestas (57). 

Hasta ahora los datos permiten proponer una hipótesis en la que el proceso 

inicial que lleva a la fibrosis intersticial después de la inhalación de polvos 

inorgánicos sería la alveolitis. Esta se iniciaría con la participación del macrófago 

alveolar que sería activado por las mismas partículas, una vez que migró al sitio 

original de su depósito. Por lo menos en el caso del asbesto crisotilo, esta 

migración celular inicial depende de la activación del complemento, quedando 

por establecerse si in vivo opera un mecanismo similar para algunas otras 

partículas como el cuarzo. Una vez que se han puesto en contacto los polvos con 

los macrófagos, algunos serían destruidos por efecto directo, mientras que otros 

serían activados. Esta activación resultaría en la expresión de antígenos de 

superficie y la síntesis y liberación de otros factores quimiotácticos para 

macrófagos, polimorfonucleares, linfocitos, fibroblastos, etc. También se 

promovería la síntesis de factores de crecimiento para fibroblastos. La liberación 
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de estos mediadores dependería del tipo de agente inductor, sin que sepamos en 

la actualidad de los mecanismos involucrados en la síntesis o liberación de los 

mismos. 

Las determinaciones de colágena en pulmones neumoconióticos de 

animales de experimentación indican que existe aumento en la síntesis de 

colágena con rearreglos en la proporciones existentes de colágena 1 y 111 (58, 59). 

Esto se puede interpretar como manifestación de proliferación de fibroblastos por 

acción de factores de crecimiento y por aumento en la síntesis de colágena 

potencialmente estimulado por metabolitos del ácido araquidónico 

(prostaglandina E2 o interleucina 1) (55). Actualmente sabemos de la existencia 

del factor "fibrogénico" producido por el macrófago alveolar, con peso molecular 

de 18 kDa, capaz de estimular aumento en la cantidad de RNAm  de colágena tipo 

1, quedando por determinarse la cantidad de esta fracción en relación a otro 

agente que tiene un potencial similar, que es la interleucina 1 (60). No se puede 

dejar de mencionar la posible participación del equilibrio entre síntesis y 

degradación de colágena, en la que estarían involucradas la colagenasa y la 

elastasa y algunos inhibidores como la oziantitripsina o la ot2macroglobulina (61), 

en la génesis de la fase fibrosante de estas enfermedades. 

Una última reflexión sobre la contaminación ambiental por partículas fuera 

del ambiente laboral nos obliga a mencionar la necesidad de mejorar nuestros 

métodos para identificar pacientes y agentes patógenos relacionados con ellas. 

Recientemente se ha mencionado en la literatura la existencia de enfermedades 

pulmonares en poblaciones abiertas expuestas a contaminantes naturales. Como 

ejemplo mencionaremos al asbesto en ciertas regiones de Turquía (41); la mica 

en el área de San Diego, California (62); alúmino silicatos en Mexicali 	Baja 

California (63, 64); arena del desierto del Sahara (65) y la posibilidad de que 

14 



Introducción 

algunas cenizas volcánicas tengan un potencial patógeno importante (3, 11). 

También se debe mencionar la bien conocida asociación entre bronquitis crónica 

y contaminación mixta por gases y partículas en las grandes ciudades (66, 67). 

Como se puede observar, aún existen una serie de interrogantes 

importantes en relación con la manera en que las partículas inorgánicas producen 

enfermedad y que van desde los mecanismos involucrados en el reclutamiento de 

células destinadas a la limitación del daño o a la progresión de la enfermedad 

hacia la fibrosis, hasta los procesos que median la interacción partícula célula y 

que determinarían el grado y tipo de respuesta celular para cada polvo . Al mismo 

tiempo habría que definir la combinación de eventos que hacen que un tipo de 

partículas actue patogénicamente de modo distinto a otro, es decir, aquellas que 

son inertes de las altamente fibrogénicas o con diversos grados de fibrogenicidad. 

Este último punto adquiere relevancia cuando se trata de identificar a "nuevos" 

contaminantes como patógenos. 

Esta tesis tiene como objetivo principal continuar una serie de 

experimentos encaminados a reconocer los eventos iniciales en la producción de 

enfermedad pulmonar por polvos inorgánicos. El trabajo se propone: 	1) 

identificar la respuesta pulmonar temprana a la inhalación del polvo de Mexicali; 

2) evaluar la capacidad del polvo de Mexicali para activar complemento en suero 

y en el lavado bronquioalveolarl  como un factor inicial de quimiotaxis; 3) conocer 

la respuesta pulmonar a múltiples dosis inhaladas de un polvo inorgánico 

ampliamente estudiado, como es el asbesto crisotilo y 4) iniciar algunos estudios 

de los efectos del asbesto crisotilo sobre la función de la membrana del eritrocito, 
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después de haber producido hemólisis. 

El primer y segundo objetivos continuan una serie de trabajos en los que 

hemos estudiado el potencial patógenó del polvo de Mexicali. Esto surgió 

después de haber identificado un paciente con enfermedad intersticial pulmonar 

que contenía gran cantidad de partículas inorgánicas idénticas a las recolectadas 

en su ambiente doméstico (64). Nuestros estudios previos demostraron la 

capacidad hemolítica del polvo (63) y su capacidad para producir una lesión 

intersticial multifocal en los pulmones de ratas instiladas con 50 mg (68). Estos 

resultados indicaron la capacidad patogénica de este aluminosilicato, por lo que 

decidimos continuar su estudio con la hipótesis de que la respuesta pulmonar 

temprana a la inhalación del polvo resultaría en una migración celular hacia las 

partículas depositadas en las bifurcaciones de los conductos alveolares, tal y 

como ocurre con otros polvos (29). Al mismo tiempo consideramos que el 

potencial para iniciar la respuesta quimiotáctica estaría mediado por la capacidad 

del polvo para activar al sistema del complemento, tanto en el suero como en las 

secreciones pulmonares. 

Aunque existen datos previos en la literatura de algunos alúmino silicatos 

que son capaces de producir fibrosis pulmonar (62), poco se sabe de su 

patogenia, con excepción de la ceniza del Monte Santa Elena, que siendo un 

alúmino silicato, probó ser ligeramente fibrogénico (11), incapaz de activar al 

complemento sérico (69) y capaz de inducir una pequeña migración de 

macrófagos al sitio donde se depósito la ceniza después de su inhalación en ratas 

(29, 51). 

Nuestro tercer objetivo se centró en un modelo de inhalación de asbesto 
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crisotilo, con la idea de conocer el patrón de depósito y de respuesta celular a tres 

dosis subsecuentes de asbesto. La finalidad de trabajar con asbesto se deriva de 

lo bien caracterizado que está el modelo para una dosis (22, 29, 46, 70) y la 

consecuente facilidad para hacer comparaciones. La hipótesis de trabajo es que 

a una mayor exposición, la distribución de las fibras sería mayor y más "profunda", 

al igual que la respuesta celular. Adicionalmente nos propusimos estudiar la 

adhesividad de las células al epitelio, después de su migración hacia el sitio de 

depósito del asbesto. Para esto se "lavaron" los pulmones después de la 

exposición y se contaron las células recuperadas y las que permanecieron 

adheridas en las bifurcaciones bronquiolares en los pulmones, comparando los 

animales expuestos a una dosis con los expuestos a tres. Esta idea se originó del 

hecho de que a pesar de que la respuesta a una dosis de asbesto resulta en la 

movilizacion de macrófagos, el número de células recuperadas en el lavado no es 

significativamente diferente de las recuperadas de animales control (71). Por lo 

tanto, si la exposición múltiple a asbesto resulta en mayor acúmulo de células, el 

lavado bronquial debería de contener mayor número de macrófagos, si estos no 

se adhieren al epitelio alveolar. 

Por último, nuestro cuarto objetivo se relaciona con el efecto directo de las 

partículas sobre las células blanco. Una vez más se escogió al asbesto crisotilo 

por existir un gran número de observaciones previas en relación con su efecto 

sobre el eritrocito (2, 36, 37). Este representa un modelo simple de toxicidad que 

se manifiesta por ruptura celular y que correlaciona con el potencial fibrogénico 

del asbesto (2). Existen varias propuestas para explicar el mecanismo de la 

hemólisis inducida por el asbesto (2, 36, 37, 72). Sin embargo, la mayoría 

acepta que la adhesión de la partícula a la membrana es fundamental y esta 

mediada por la carga positiva del asbesto crisotilo y su interacción con cargas 
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negativas en su superficie dadas por las glucoproteínas (36) o por los lípidos (38). 

Aunque la lisis parece ser el resultado de reacomodos en la membrana (72), poco 

se han explorado los transtornos funcionales de algunos de sus componentes. 

Aquí exploramos la función de las ATPasas de [Na+, K+) y de [Ca++, Mg++},  con 

la idea de que si el asbesto se une a las glucoproteínas, la actividad de la 

ATPasa [Na+, K+] se vería alterada y no la de la ATPasa [Ca++, Mg++], lo que 

posiblemente podría desempeñar algún papel en el desarrollo de la tisis celular. 

18 



MATERIAL Y METODO5  

Exposición de Ratas a Polvo de Mexicali 

Polvo de Mexicali: El polvo de Mexicali (PM) se obtuvo en forma "cruda" de 

la ciudad de Mexicali, B.C. y se separó por tamaños tamizando repetidamente la 

muestra (63). Como resultado de esta separación se obtuvo una muestra que 

atravesó el tamiz de malla 200 y cuyo diámetro promedio fue de 10 µm. La 

composición de la muestra correspondió en su mayoría a un alúmina silicato de 

potasio y en menor grado de otros cationes (64, 68) (Fig. 1). 

Exposición: Las exposiciones se llevaron a cabo en el National lnstitute of 

Environmental Health Sciences, Inhalation Toxicology Research Program, 

Northrop Services, Inc. en Research Triangle Park, North Carolina, U.S.A. (73). 

Se emplearon 35 ratas macho CD-1 (Charles River) de ocho semanas de edad 

que fueron expuestas par vía nasal durante 3 horas a un aerosol de PM o a aire 

ambiente filtrado. Las exposiciones se hicieron colocando los animales en jaulas 

que contenían cajas de plexiglas dentro de unas cámaras donde se generó un 

aerosol de PM de 48 mg/m3  de aire. Las cámaras de exposición (74) se ventilaron 

con aire filtrado alrededor de 20°C a 200 l/min, manteniendo una presión de -7.5 

cmH20. Los animales control se expusieron a aire filtrado en cámaras similares. 

El aerosol de PM fue generado con un generador de polvo 2 Mark 2 Timbrell 
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Figura 1. Aspecto al microscopio electrónico de barrido del polvo de Mexicali (a) (2 530x) y 
cuyas partículas contienen principalmente aluminio y silicio y otros cationes como potasio, de acuerdo 
al microanálisis de rayos-x (b). 

(Rank Brothers) y la concentración de polvo se cuantificó con un aparato de 

impactación por inercia (Batelle DC2-6) (75). 

Obtención, Manejo y Observación de los Tejidos en el Microscopio 

Electrónico de  Barrido (FvIEBJ : Después de la exposición de tres horas, siete 

animales se sacrificaron con una sobredosis de Nembuta,  (63 mg) (Grupo 3/0 = 

3 hrs. de exposición / 0 hrs de recuperación). El res:o de los animales se 
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sacrificaron: seis después de 24 horas (Grupo 3/24 = 3 hrs.de  exposición / 24 

hrs. de recuperación), seis después de ocho días (Grupo 3/8 = 3 hrs. de 

exposición / 8 días de recuperación) y seis después de un mes (Grupo 3/1  = 3 

hrs. de exposición / 1 mes de recuperación). Dos de los animales control (Grupo 

C) se sacrificaron al término de la exposición, dos después de 24 horas, dos 

después de ocho días y dos después de un mes. Antes de la muerte de los 

animales se disecó la tráquea y se ligó con sutura de algodón o se le conectó una 

cánula del número 16. En tres de los animales del grupo 3/0 se ocluyó la tráquea 

y se abrió el tórax y el abdomen para fijar por vía vascular a los pulmones (3/0v). 

Se introdujo una aguja del número 19 en la arteria pulmonar a través del 

ventrículo derecho, se cortó la aorta abdominal y simultáneamente se inyectó 

solucion salina 0.9% a la vasculatura pulmonar a 20 cmH2O. 

La sangre del pulmón se lavó en aproximadamente 30 segundos y se inició 

la perfusión con fijador de Karnovsky (76). En los otros cuatro animales de grupo 

3/0 (3/0a) y en el resto de las ratas, la fijación se hizo por vía traquea!, instilando 

el mismo fijador a 15 cmH2O de presión. 

Después de 15 min se extrajo el bloque cardiopulmonar y se introdujo en 

un frasco con el mismo fijador durante 18-24 horas a 22°C.  Al término de la 

fijación se hicieron cortes parasagitales de ambos pulmones y se procesaron para 

microscopía de luz (ML) y MES. Los tejidos para ML fueron incluidos en parafina, 

cortados a 5 j_trn y teñidos con hematoxilina y eosina (H y E). Los tejidos para 

MEB se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol (del 60% a 

absoluto) y se secaron al punto crítico con CO2 líquido (Samdri 780A, Tousimis). 

Los cortes secos se pegaron en discos de carbón con grafito coloidal (Ladd 

Research Industries) para disecar los bronquiolos terminales (BT) y conductos 

alveolares (CA) bajo un microscopio estereoscópico (Zeiss) a 4x. Después de la 
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disección se cubrieron los bloques con una capa de oro de aproximadamente 30 

nm (Ion Sputter JFC 1100, JEOL). Los tejidos se mantuvieron en un desecador 

hasta ser observados a 20 kV en un MEB (JSM 35C, JEOL), equipado con un 

detector anular para electrones retrodispersos (MER) y un equipo para 

microanálisis de rayos-x por energía dispersiva (MRx) (Kevex 7000). Esto se hizo 

con objeto de estudiar la distribución del polvo inhalado y la respuesta celular al 

mismo. La identificación de las partículas de polvo siempre se hizo por MER y se 

comprobó por MRx. Se estudió un bloque de tejido por cada pulmón y un 

promedio de 8 unidades anatómicas (Fig. 2) (bronquiolo terminal y las dos 

primeras generaciones de conductos alveolares) por cada rata. Los resultados se 

expresaron como número y porcentaje de unidades anatómicas con partículas y/o 

células. 

Figura 2. La disección de los pulmones permite descubrir el trayecto de los bronquiolos 
terminales (BT) hasta los conductos a veolares (CA) y sus puntos de bifurcación (flecha). Esto es 
indispensable para el estudio del depón :o y distribución de las partículas inhaladas (MEB, 138x). 
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Actividad Quimiotáctica para Macrófagos Alveolares (MA) por Suero 
Activado por PM 

Activación dei Suero: Se obtuvo suero de ratas (S) macho Wistar (300 gr) 

por punción cardíaca. El suero fresco se incubó a 3700 por 45 min con zimosán 

(Z) (Sigma) (10 mg/mi), PM (diámetro promedio de 3.5 lim) (25 mg/ml), asbesto 

crisotilo (A) (Johns-Manville, Co., dimensiones promedio de 101.1.m x 0.31.1m) (25 

mg/mi), a cuarzo (aC) (Min-U-Sil, PA Sand Glass, Co., diámetro promedio de 3 

ptrn) (25 mg/mi) y hierro carbonilo (Fe) (General Aniline, diámetro promedio de 1.6 

µm) (25 mg/m1). Al término de la incubación se inactivó el suero por calentamiento 

a 560C/45 min. Las muestras se centrifugaron a 34 249 x g/20 min (Centrifuga IEC 

B-20A) para eliminar las partículas del suero. En otro grupo de experimentos las 

partículas fueron incubadas en muestras de suero previamente calentadas a 

560C/45 min. 

Todos los experimentos de activación por polvos inorgánicos (desde la 

obtención de los MA) se realizaron con material desechable sin endotoxina 

(Falcon o Córning) o con material horneado a 1800C/4 horas (inclusive los polvos 

inorgánicos) (77). El agua empleada no contiene endotoxina detectable por E-

Toxate (Sigma) (78). 

Quimiotaxis: Los experimentos se hicieron con MA obtenidos por lavado 

bronquioalveolar (LBA) de ratas macho Wistar (300gr). Los lavados se realizaron 

canulando la tráquea de ratas anestesiadas con Nembutal (25 mg/kg) y llenando 

los pulmones con solución salina amortiguada con fosfatos pH 7.4 (PBS) a 15 

cmH20. Los pulmones se vaciaron por gravedad (LBA s/masaje) y la operación 

se repitió unas seis veces hasta completar 50 ml. Las células se separaron por 
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centrifugación a 475 x g/10 mín a 40C (Centrifuga IEC Centra 8R), obteniéndose 

un promedio de 2 x 106  MA viables (viabilidad del 95 - 98%, azul Tripán 

Matheson, Co.- al 0.5% en PBS) por rata. Los macrófagos alveolares se lavaron 

dos veces en la misma solución para finalmente resuspenderlos a una 

concentración de 1.5 x 106  MA/ml en RPMI 1640 (Gibco) con HEPES (Sigma) 

10mM y albúmina sérica bovina fracción V (Sigma) al 2% (medio de 

quimiotaxis). La quimiotaxis se hizo en cámaras de Boyden modificadas (79), 

en cuyo compartimento inferior se colocaron 10511Ide la sustancia quimiotáctica y 

en el superior, 200 p.I de la suspensión de macrófagos. Ambos compartimentos 

se separaron con filtros de Nucleopore con poros de diámetro promedio de 5µm. 

La concentración óptima de los sueros activados se hizo diluyendo las muestras al 

1%, 5% y 10% con medio de quimiotaxis. La migración de los macrófagos se 

evaluó después de tres horas de incubación a 370C en un incubador con 

atmósfera de CO2 al 5% (Forma Scientific 3158). Al término de la incubación se 

contaron las células que migraron a la superficie inferior del filtro, después de 

haber eliminado las células que quedaron sobre la cara superior del filtro. Las 

células se fijaron con metano) y se tiñeron con Leuko Stat (Fisher Diagnostic). La 

cuantificación celular se hizo en 20 campos preseleccionados a 100x y se 

expresaron como número total de células en los 20 campos. Los resultados se 

expresaron como porciento de macrófagos alveolares en 20 campos (%MA/20C), 

tomando como 100% a los macrófagos que migraron hacia el suero activado con 

zimosán y después de haber restado las células que migraron hacia el medio de 

quimiotaxis. 	Paralelamente se corrieron experimentos de quimiocinesis 

invirtiendo e igualando los gradientes. También se corrieron controles contra 

suero normal inactivado y medio de quimiotaxis. Cada experimento incluyó tres 

filtros de cada suero activado por los diferentes polvos. 
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Determinación del Complemento en el Suero Activado con Partículas 

inorgánicas 

Esto se realizó por el método de Mayer (80) y se trabajó con sueros control 

y activados no decomplementados y diluidos 1:75, en amortiguador de veronal 

gelatina. Se escogió esta dilución por que los tres volúmenes de suero (0.8, 1.0 y 

1.2 mi) empleados en la prueba dieron niveles de hemólisis entre el 20% y el 80%. 

La prueba se hizo con eritrocitos de carnero sensibilizados con anticuerpos 

antieritrocito preparados en conejo (Depto. Inmunología, I.N.C.I.Ch.), a 3700 

durante 60 min. Al término de la incubación las muestras se centrifugaron a 475 x 

g/10 min y el sobrenadante se leyó en un espectrofotómetro (Beckman 25) a 540 

nm, para cuantificar la hemoglobina liberada. Cada experimento se corrió con un 

blanco de eritrocitos sensibilizados más amortiguador y un control del 100% de 

hemólisis, producido al incubar con agua destilada a los eritrocitos sensibilizados. 

Los resultados se expresaron en unidades de complemento hemolítico al 50% de 

lisis (UCH50; normal 20-50). 

Determinación de Complemento y Actividad Quimiotáctica para MA en 

LBA Activado por Partículas Inorgánicas 

LBA: Las proteínas se !obtuvieron de ratas macho Wistar (300 gr) , en las 

que después de canulación traqueal se extrajeron los pulmones para llenarse 

directamente con PBS. Este se recuperó después de dar masaje directo y suave a 

los pulmones (LBA &masaje). La operación se repitió seis veces hasta 
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completar un volumen de 50 ml. Las células se separaron por centrifugación a 

475 x g/10 min y se obtuvo un promedio de 10 x 106  MA/rata. Posteriormente, el 

sobrenadante se centrifugó a 178 000 x g/60 min para separar detritus y 

surfactante particulado. Tanto el LBA c/masaje como el s/masaje, permiten 

obtener en el sobrenadante de 1-2 mg de proteína/rata. El sobrenadante se 

dializó contra agua durante 18 horas y se concentró 5x a 400 con Aquacide 

(Calbiochem) en bolsas de diálisis con exclusión nominal de 10 kDa. La 

concentración de proteína se ajustó a 1.2 mg /mi, se liofilizó y se guardó a -40C 

hasta su uso (78). 

Doble Inmunodifusiónl Se produjo un anticuerpo contra C3b de rata en 

conejos Nueva Zelanda (4kg). El antígeno se obtuvo después de incubar a 

37°C/45 min suero de rata con zimosán (10 mg/m1) previamente hervido (30 min) y 

lavado seis veces en solución salina. Al término de la incubación se separó el 

botón, centrifugando a 1 900 x g/10 min a 40C y se lavó otras seis veces en la 

misma solución. Los conejos se inmunizaron con 150 mg del complejo C3b- 

zimosán (botón) en 6 ml y recibieron dos refuerzos con siete días de diferencia. El 

suero se obtuvo por punción cardíaca a la cuarta semana y se congeló a -700C en 

alícuotas de 500 pti hasta su uso. La titulación del antisuero se hizo por doble 

inmunodifusión en agarosa 11 (Sigma) al 1% en amortiguador de barbital pH 8.0 

(Sigma de México), contra suero de rata y contra el complejo inyectado. El 

antisuero se probó contra distintas diluciones de LBA concentrado (68 mg/mi) y 

contra albúmina de rata obtenida en nuestro laboratorio (81). Las lecturas se 

hicieron a las 24 horas, mateniendo los geles a temperatura ambiente en una 

cámara húmeda. 

Activación del LBA: La activación se hizo de la misma manera descrita 
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para el suero. En este caso se emplearon 5 mg/ml de A, PM y aC y 1 mg/ml de Z. 

El LBA fue resuspendido en el medio de quimiotaxis a una concentración de 1.2 

mg/ml. 

También se hicieron incubaciones del LBA con los diferentes polvos en 

presencia de EGTA (Sigma) o EDTA (Laitz) 10 mM, como inhibidores de la 

activación del complemento por la vía clásica (dependiente de Ca++) o de ambas 

(dependientes de Ca++ y Mg++), respectivamente (49, 82). El medio de 

quimiotaxis contiene Ca++ a una concentración de 400 1.1.M y Mg++ a 200 1.1.M 

(Gibco). La inactivación postincubación del LBA y la eliminación de las partículas 

se hizo como ya se mencionó previamente. 

Metodo de Mayer: También se determinó la presencia y activación del 

complemento en el LBA activado con las partículas inorgánicas, siguiendo el 

método de Mayer (80). Para esto se empleó LBA no inactivado a una 

concentración de 1.2 mg/ml en medio de quimiotaxis. 

Quimiolaxis: Se realizó bajo las mismas condiciones ya descritas para el 

suero, empleando lavado activado a una dilución del 50% en medio de 

quimiotaxis. También se corrieron experimentos con el lavado activado en 

presencia de EGTA y EDTA. 

Exposición Múltiple a Asbesto 

Exposición z Se expusieron 54 ratas CD-1 de ocho semanas de edad 
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(Charles-River) a un aerosol de asbesto crisotilo de 14 mg/m3  de aire. Otros 54 

animales sirvieron como controles y fueron expuestos a aire filtrado. Las 

exposiciones se hicieron bajo las condiciones ya descritas. Veintisiete ratas 

recibieron una dosis única de tres horas (Grupo U = exposición única) y se 

sacrificaron de la siguiente manera: 11 inmediátamente después de terminada la 

exposición (Grupo U/0 = exposición única / 0 hrs. de recuperación), 8 a las 24 

horas (Grupo U/24 = exposición única / 24 hrs. de recuperación) y 8 a los 8 días 

(Grupo U/8 = exposición única / 8 días de recuperación). Las otras 27 ratas, se 

expusieron a tres dosis diarias de tres horas cada una (Grupo T = exposición 

triple) y se sacrificó el mismo número de animales a los mismos intervalos que las 

de dosis única: T/O (11 ratas), T/24 (8 ratas) y T/8 (8 ratas). Los animales 

control se sacrificaron en grupos de ocho para cada grupo experimental. 

Manejo de los Animales: De los ocho animales de cada grupo, cinco se 

usaron para colectar LBA cimas* y en tres se fijaron los pulmones para ML y 

MEB. En el caso de los 11 animales de los grupos U/0 y T/O, tres se fijaron por vía 

vascular y tres por vía aérea. Los detalles de la fijación, proceso y observación de 

los tejidos ya fueron expuestos. 

LBA; Se procedió a separar las células del LBA en los animales de tiempo 

O y de 24 horas. El sobrenadante se dividió en dos alícuotas, una de las cuales 

se calentó a 560C/45 min y la otra se congeló inmediatamente a -700C. Ambos 

grupos de muestras se mantuvieron a esta temperatura hasta proceder a 

concentrarlas 5x contra Aquacide; después de separar una vez más a cada 

alícuota en dos. Una se concentró empleando una membrana de diálisis (Spectra 

Por 6) cuyo corte nominal es a 10 kDa y otra a 25 kDa. Las muestras se dializaron 

contra agua durante 18 horas y se liofilizaron. Con estas muestras se hicieron 
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experimentos de quimiotaxis (ya descritos) al resuspenderlas en medio de 

quimiotaxis a 260 pigirni. Las células obtenidas del LBA (10 x 106/rata) se lavaron 

con PBS dos veces y se resuspendieron en Medio Mínimo Esencial de Dulbecco 

(Gibco) a una concentración de 2 x 106  MA/ml. El medio contenía fungizona 1 

pigiml, penicilina 3 4/m1 y estreptomicina 50 ptg/ml. Las células se sembraron bajo 

condiciones de esterilidad en placas de cultivo con 20 pozos y en cuyos fondos se 

colocaron cubreobjetos redondos (Thermanox) (2.5 x 105  MA/pozo). Después de 

45 min de incubación a 370C en atmósfera de CO2 al 5%, se lavaron los pozos 

con medio de cultivo y se fijaron los macrófagos adheridos para ser observados al 

MEB. Esto permitió conocer el porciento de macrófagos alveolares que 

fagocitaron asbesto después de la exposición y para lo cual se analizaron 200 

células con el rastreador puntiforme del MRx. La existencia de asbesto intracelular 

se determinó al generar un espectro con magnesio y silicio. 

Exposición de Eritrocitos Humanos a Asbesto Crisotilo 

Eritrocitos: Los eritrocitos se obtuvieron de unidades de sangre del Banco 

de Sangre del I.N.C.I.Ch., que habían vencido uno o dos días antes del 

experimento. Las células se separaron por centrifugación a 475 x g110 min a 40C 

y se lavaron tres veces en cuatro volúmenes de una solución isotónica (277 

mOsm/Kg) (Osmette A, Precision lnstruments) de KCI (Merck) 130mM, Tris 

(Merck) 20 mM, pH 7.4. Las células se mantuvieron a 40C en forma de paquete 

hasta su uso. 

Asbesto Crisotilo: 	El asbesto crisotilo empleado correspondió a una 
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fracción en donde el 95% de las fibras tenían menos de 6 ptm de longitud y menos 

de 0.2 pirn de diámetro (Fig. 3). Esto se logró sonicando (LR Ultrasonic T7) por 

una hora suspensiones de 1 gr/I de asbesto en una solución de KCI 130 mM, Tris 

20 mM, pH 7.4 (37). Posteriormente se separaron las fibras grandes por 

centrifugación a 200 x g/10 min a 4°C, para ser desechadas. Las fibras del 

sobrenadante fueron concentradas por centrifugación a 2 500 x g/10 min a 40C y 

resuspendidas en una solución de Tris 10 mM, pH 7.4. Se lavaron cuatro veces 

más en la misma solución, centrifugando a 34 249 x g/10 min a 4°C. Preparamos 

cantidad suficiente de fibras de asbesto para todos los experimentos 

subsecuentes y se guardaron a -200C hasta su uso. 

Figura 3. Muestra del asbesto empleado después de haberse sometido a ultrasonido, Ei 
tamaño de las partículas es homogéneo (a) (MEB, ¿. 320x), El microanálisis de rayos-x demuestra 
los elementos que componen al asbesto crisotilo (b). 
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El análisis gravimétrico de alícuotas secas de estas fracciones demostró 

una concentración final de 19.25 mg/ml de asbesto. El tamaño de las fibras se 

estableció por MEB en muestras de asbesto que se dejaron secar sobre discos de 

carbón y se observaron al MEB a 20 kV. 

Exposición: Se prepararon suspensiones de eritrocitos en KCI 130 mM, 

Tris 20 mM, pH 7.4 (100 x 106/m1), a las que se agregaron las siguientes dosis de 

asbesto: 2.69, 5.39, 10.78, 21.56 y 43.12 µg/ml. Las suspensiones fueron 

incubadas durante 30 min a 37°C con agitación moderada. Se corrieron en 

paralelo controles sin asbesto. Las interacciones partícula célula se evaluaron 

por el grado de hemólisis desarrollada y por la observación directa al MEB. 

El grado de hemólisis se determinó en los sobrenadantes de las 

suspensiones de eritrocitos al término de la incubación. Para tal efecto se 

centrifugaron 3 ml de la suspención a 475 x g/10 min a 400 y el sobrenadante se 

leyó a 540 nm en un espectrofotómetro. Los resultados se expresaron como 

porciento de hemólisis en base a la hernólisis producida al incubar una 

suspensión con el mismo número de células en agua destilada (100% de 

hemólisis). 

Al término de las incubaciones se tomaron 500 µI de cada suspensión para 

fijarlos a 40C durante una hora en 3 ml de fijador de Karnovsky. Después de 

fijadas las células se filtraron en membranas de Nucleopore con un diámetro 

promedio de poro de 0.8 p.m. Se lavaron en el mismo amortiguador de cacodilato 

de sodio (SPI Supplies) 0.1M pH 7.4, se deshidrataron y se secaron al punto 

crítico . Los filtros se montaron en discos de carbón y se cubrieron con oro para 

observarlos y fotografiarlos al MEB. 
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Obtención de Fantasmas: Al término de las exposiciones las suspensiones 

se centrifugaron a 2 500 x g /10 min a 40C y se procedió a completar la lisis celular 

con choques osmóticos (83). Para esto se agregó una solución fría de Tris 5 mM, 

EDTA 1 mM pH 7.4 y se centrifugaron las muestras a 26 664 x g/10 min a 40C. 

Los lavados se repitieron seis veces hasta obtener un botón blanco y un 

sobrenadante libre de hemoglobina. El botón se lavó tres veces más con Tris 10 

mM, pH 7.4 y se compactó centrifugando a 34 249 x g/10 min a 40C. Los 

fantasmas se homogenizaron con 15 pases de pistilo, se tomaron alícuotas para 

determinación de proteína y se congelaron a -700C hasta su uso. Todos estos 

experimentos se repitieron seis veces a partir de sangres diferentes. Los ensayos 

siempre se hicieron con membranas congeladas y descongeladas una sola vez. 

La determinación de proteína se hizo por el método de Bradford (84), empleando 

como estandar una solución de albúmina sérica bovina de 1 mg/ml. 

Los fantasmas se observaron con tinción negativa en el microscopio 

electrónico de transmisión (MET). Las muestras se diluyeron con amortiguador 

(1:9) y se colocaron sobre rejillas de cobre cubiertas con formvar (Ladd). Se 

tiñeron con ácido fosfotúngstico (Merck) al 2% en Tris 10 mM, pH 7.4 y se 

observaron en un microscopio Zeiss EM-9 a 60 kV. 

Actividad de las ATPasas de [Na+, K+]  y de [Ca++, Mg++] en 

Fantasmas de Eritrocitos Expuestos a Asbesto 

Incubación con Tritón X-100: Se probaron las actividades de ambas 

ATPasas en ausencia y en presencia de Tritón X-100 (BioRad) (85) al: 

0.003125%, 0.00625%, 0.0125%, 0.025% y 0.05%, tanto en fantasmas control 
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como con asbesto. 

Mezclas de Reacción: En estos experimentos se emplearon fantasmas 

control y los expuestos a las tres últimas dosis de asbesto. Se incubaron alícuotas 

de 30 µg de proteína a 370C/15 min con las siguientes mezclas de reacción. Para 

la ATPasa de [Na+, K+] se empleó una mezcla de reacción con las siguientes 

concentraciones finales de: Tris-HCI, pH 7.4 50 mM; MgCl2 4 mM; NaCI 100 mM; 

KCI 20 mM; EGTA 500 1.1.M y ATP 3 mM (86). Siempre se corrió en paralelo un 

experimento en presencia de ouabaína 50 µM y en donde se sustituyó el KCI por 

cloruro de colina (Sigma) 20 mM. Para la ATPasa de [Ca++, Mg++] se empleó: 

Tris-HCI, pH 7.4 50mM; MgCl2 4 mM; CaCl2 50 µM; KCI 120 mM y ATP 3 mM (87). 

Igualmente se corrieron en paralelo experimentos sin CaCl2 y en presencia de 

EGTA 500 p.M. Las reacciones se iniciaron agregando la mezcla de reacción fría 

(400) a la que se le agregó el ATP inmediatamente antes de iniciar la reacción. La 

actividad de las enzimas estudiadas se expresó como el resultado de restar a la 

actividad total, la actividad persistente en presencia de ouabaína y en ausencia 

de Ca++, respectivamente. Las actividades enzimáticas siempre se estudiaron en 

fantasmas preincubados a 370C/10 min con Tritón X-100 al 0.0125%, en base a 

los resultados obtenidos de la sección anterior. 

Determinación de Pi  por el Método d9 Lanzetta (88): La actividad de las 

ATPasas se determinó midiendo el Pi liberado. Al término de la incubación se 

agregó a cada tubo 1 600 p.I de reactivo de Lanzetta (verde de malaquita -Laitz- 

0.03375%, molibdato de amonio -Baker- en HCI -Merck- 1N al 1.05% y Tritón X- 

100 al 0.08%) y un minuto después, se agregaron 200 µl de citrato de sodio 

(Merck) al 34%. Después de 30 min se leyeron los tubos a 660 nm. La 
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cuantificación de Pi se hizo contra una curva de concentración hecha a partir de 

una solución de KH2PO4 (Merck) 1 mh.l. Antes de preparar la solución, la sal fue 

horneada a 600C/18 horas. La determinación de Pi también se hizo con 

concentraciones conocidas de Pi, en presencia y ausencia de asbesto sin 

proteína a las concentraciones empleadas con los fantasmas. Los resultados se 

expresaron como nanomoles de Pi por mg de proteína por minuto. 

También se estudió la actividad de las ATPasas en fantasmas control a los 

que se agregaron las mismas concentraciones de asbesto empleadas con los 

eritrocitos. En estos casos las membranas se preincubaron a 370C/30 min con 

agitación moderada, en presencia de las 3/4 partes de la mezcla sin ATP. De 

igual manera, la reacción se inició con el resto de la mezcla de reacción más el 

ATP recientemente mezclado. Se realizaron tres experimentos en los que se 

agregó asbesto sin proteína (10.78, 21.56 y 43.12 µg/ml) a unas mezclas de 

reacción que contenían [y-32PJATP (7 000 cpm). La radiactividad se determinó en 

un contador de centelleo (Beckman LS 7800), tanto en la mezcla total como en el 

sobrenadante después de centrifugar a 2 500 x g/10 min a 400. 

Liberación de Acido Siálico (AS) por Acción de la Neuraminidasa en 

Fantasmas de Eritrocitos Expuestos a Asbesto 

Se determinó la liberación de AS de las membranas con y sin asbesto (100 

de proteína) en presencia de Tritón X-100 al 0.1%;  usando 40 inimi de 

Neuraminidasa V de Clostridium perfringens (Sigma). La incubación se hizo a 

220C/30 min en amortiguador de acetatos (Baker) 0.1 M, pH 5.0. La 

neuraminidasa se suspendió y almacenó a 40C en una solución de albúmina 

sérica bovina 0.3 mg/ml (89). También se hicieron experimentos en los que se 
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emplearon fantasmas control y a los que se agregaron concentraciones conocidas 

de asbesto. 

Determinación de AS: Esto se hizo de acuerdo al método del ácido 

tiobarbítúrico (90). Las determinaciones se hicieron tanto en el sobrenadante 

como en el botón de una suspensión de fantasmas previamente tratados con la 

neuraminidasa y centrifugados a 2 500 x gil() mit) a 40C. A cada fracción (200 II) 

se le agregaron 100 III de periodato de sodio (Laitz) 0.2 M en ácido fosfórico 

(Merck) 9 N y se incubó por 20 min a 22°C. Posteriormente se agregó 1 ml de 

arsenito de sodio (Baker) al 10% en sulfato de sodio (Merck) 0.5 M, ácido sulfúrico 

(Merck) 0.1 N y se agitaron hasta que desapareció el color formado (café). Se 

agregaron 3 ml de ácido tiobarbitúrico (Sigma) 0.6% en sulfato de sodio 0.5 M. Se 

pusieron las muestras en agua hirviendo durante 15 min para desarrollar color 

(rosa pálido). Los tubos se enfriaron y a 1 ml de las muestras se les agergó 1 ml 

de ciclohexanona (Baker). Se centrifugaron las muestras a 2 500 x 9/10 min a 40C 

y los sobrenadantes se leyeron espectrofotometricamente a 550 nm y a 533 nm. 

La cuantificación del AS se hizo aplicando la fórmula: 

gmoles de AS = 0.90 x D0550 - 0.033 x D0533 

Los resultados se expresaron como porciento de ácido siálico liberado por 

la neuraminidasa, en relación a los fantasmas control. 
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emplearon fantasmas control y a los que se agregaron concentraciones conocidas 

de asbesto. 

Determinación de AS: Esto se hizo de acuerdo al método del ácido 

tiobarbitúrico (90). Las determinaciones se hicieron tanto en el sobrenadante 

como en el botón de una suspensión de fantasmas previamente tratados con la 

neuraminidasa y centrifugados a 2 500 x g/10 min a 40C. A cada fracción (200 µ.1) 

se le agregaron 100 µl de periodato de sodio (Laitz) 0.2 M en ácido fosfórico 

(Merck) 9 N y se incubó por 20 min a 220C. Posteriormente se agregó 1 ml de 

arsenito de sodio (Baker) al 10% en sulfato de sodio (Merck) 0.5 M, ácido sulfúrico 

(Merck) 0.1 N y se agitaron hasta que desapareció el color formado (café). Se 

agregaron 3 ml de ácido tiobarbitúrico (Sigma) 0.6% en sulfato de sodio 0.5 M. Se 

pusieron las muestras en agua hirviendo durante 15 min para desarrollar color 

(rosa pálido). Los tubos se enfriaron y a 1 mi de las muestras se les agergó 1 ml 

de ciciohexanona (Baker). Se centrifugaron las muestras a 2 500 x g/10 min a 40C 

y los sobrenadantes se leyeron espectrofotometricamente a 550 nm y a 533 nm. 

La cuantificación del AS se hizo aplicando la fórmula: 

µmoles de AS = 0.90 x D0550 - 0.033 x D0533 

Los resultados se expresaron como porciento de ácido siálico liberado por 

la neuraminidasa, en relación a los fantasmas control. 
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Material y Métodos 

Electroforesis en Geles de Poliacrilamida-SDS de los Fantasmas de 
Eritrocitos Expuestos a Asbesto 

Muestras:  Se prepararon muestras de fantasmas con y sin asbesto (5 mg 

de proteína/mi) para ser tratadas con Tritón X-100 al 0.1% durante 10 min a 370C. 

Al término de la incubación, las muestras se centrifugaron a 2 500 x g/10 min a 

40C. Una vez separados los botones y los sobrenadantes, se dializaron 

independientemente (exclusión nominal de 3 000) contra Tris - HCI 10 mM, pH 7.4 

durante 18 horas a 400. Comparativamente se trabajó con fantasmas control y 

expuestos a asbesto que no fueron tratados con Tritón X-100. 

Electroforesís: Las electroforesis se corrieron con muestras de 100 lig de 

proteína que fueron previamente hervidas por un minuto en un volúmen igual de 

una mezcla de: Tris-HCI 0.0625 M, pH 7.8; glicerol (Baker) 10%; 3 

mercaptoetanol (Merck) 5%; SDS 2.3% y azul de bromofenol (Merck) 5%. Se 

emplearon geles de poiliacrilamida (Merck) al 7.5% con una concentración final de 

Tris-HCI 375 mM, pH 8.8; SDS 0.1%. Los geles se hicieron en tubos de vidrio de 

8.0 cm x 0.5 cm. El amortiguador de corrida fue: Tris 0.025 M, glicina (Merck) 

0.192 M y SDS 0.1%, pH 8.8. En todos los geles sin muestra se hizo una 

precorrida por 30 min a 3 mNgel (aparato de electroforesis Pharmacia GE 2/4, 

fuente de poder Gelman 38206). Las muestras se corrieron a la misma corriente y 

se interrumpió la electroforesis cuando el frente se encontró a 5 mm del final del 

tubo. Los geles se tiñeron con metanol (Merck) 20%, ácido acético (Merck) 10%, 

azul de Coomasie R-250 (Sigma) al 0.1%, durante 18 horas a 22°C. Después de 

lavar la solución colorante de los geles con agua destilada, se procedió a desteñir 

los geles con una mezcla de metanol 20%, ácido acético 10% a 6000. 
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Material y Métodos 

Hemólisis de Eritrocitos Expuestos a Asbesto en Presencia de Na, K 
o Li 

Se incubaron eritrocitos lavados (100 x 106/ml) en presencia de asbesto 

(10.78, 21.56 y 43.12 µg/ml) en 3 ml de amortiguador de NaCJ (Merck), KCl 

(Merck) o LiCI (Merck), todos ellos a una concentración de 130 mM en Tris-HCI 20 

mM, pH 7.4 y con una osmolaridad de 275-277 mOsmikg. Las incubaciones se 

hicieron a 370C/30 min, con agitación moderada. Al término de la incubación las 

muestras se centrifugaron a 475 x gil O min a 40C. El sobrenadante se leyó a 540 

nm y los resultados se expresaron como porciento de hemólisis en relación a la 

hemoglobina liberada por eritrocitos incubados con agua destilada. 

Estadística 

Todos los experimentos se repitieron por lo menos tres veces y los 

resultados se expresan como promedio ± desviación estandar. En los casos en 

que se hicieron comparaciones se emplearon la prueba "t" de Student no pareada 

para dos colas o la prueba de chi2  modificada por Yates (91). El valor de p 

considerado como estadísticamente significativo fue <0.05. 
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RESULTADQ$  

Exposición de Ratas al Polvo de Mexicali 

El estudio de los pulmones de las ratas expuestas al polvo de Mexicali 

permitió determinar que tanto el depósito y distribución de las partículas inhaladas, 

como la respuesta tisular inicial al polvo , es similar a la observada con otros 

polvos (29). La microscopía de luz solo demostró la prominencia del punto de 

bifurcación el a Bit) de la primera generación de conductos alveolares después 

del bronquiolo terminal (BT) en el grupo 3/24. Dicha prominencia se debió a la 

presencia de células mononucleares de 20-30 p.m de diámetro, cuya morfología 

corresponde a macrófagos alveolares (Fig. 4B). La prominencia de la la Bif se 

observó rara vez en los animales de los grupos 3/0 y 3/8 y estuvo ausente en los 

de 3/1 (Fig. 4C). Los animales control nunca la presentaron (Fig. 4A). 

El estudio de los tejidos al MEB únicamente demostró la presencia de PM 

libre en el grupo 3/0 (Fig. 5). Esto fue más notable en los animales fijados por vía 

vascular (3/0v) que en los fijados por vía aérea (3/0a) (Fig.6) (97% ± 3.3% vs. 

77% ± 5.0% de las bifurcaciones con polvo ). Al mismo tiempo se vió que las 

partículas se depositaron preferentemente en la la Bif y en menor proporción 

penetraron hasta la 2a Bif (43% ± 23%), o permanecieron en los BT (32% ± 7.1%) 

(p < 0.001). No se identificaron partículas en los animales control. En el Cuadro 

11 se muestran las diferencias en el número de partículas depositadas en cada 

región anatómica. El promedio de partículas observadas en la 1a Bif fue de 4.6 ± 

1, mientras que en los BT y en las 2a Bif fue de 1.6 ± 0.3 y 1.2 ± 0.6, 

respectivamente (p < 0.05). 
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Resultados 

Figura 4. Aspecto al microscopio de luz de las las bifurcaciones en los pulmones de ratas 
control y ratas expuestas al polvo de Mexicali. Rata control (a). Rata expuesta al polvo de 
Mexicali, 24 horas después de la exposición la bifurcación se observa prominente por la presencia de 
células mononucleres (b). A los ocho días después de la exposición las bifurcaciones se observan 
nuevamente sin células (c). (H y E), 240x). 

El estudio de los pulmones fijados por vía aérea permitió observar la 

presencia de células de 20-30 µm con bordes irregulares sobre las células 

epiteliales de las regiones de depósito del PM (Fig. 7). Esto también ocurrió 

preferentemente en la 1a Bif. Se empezó a observar en el grupo 3/0 (77% ± 5%), 

para alcanzar un máximo a las 24 horas (85% ± 6%) y disminuir importantemente 
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Resultad :s 

Figura 5. Punto de bifurcación de un bronquiolo terminal a conductos alveolares en un pulmón 
de rata expuesta a polvo de Mexicali y sacrificada inmediatamente después. La imagen de 
electrones secundarios no demuestra claramente las partículas depositadas (a) (MEB, 1 750x). La 
imagen de electrones retrodispersos (b) identifica claramente a aquellas partículas compuestas por 
elementos de número atómico mayor al de los tejidos (flecha) (MER, 1 750x). 
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Resultados 

DISTRIBUCION Y DEPOSITO DEL POLVO DE MEXICALI 
EN EL PULMON DE RATA 

Figura 6. El polvo de Mexicali se depositó preferencialmente a nivel de la la Bif. La fijación 
de los pulmones por vía vascular es necesaria para preservar a las partículas en el sitio original de 
depósito. Los animales control no tienen partículas. 

CUADRO II 

EXPOSICION NASAL A POLVO DE MEXICALI EN RATAS 
Distribución y Número de Partículas 

t 
	

B T 	la Bit 	2a Bit 

3/0v 	1.6 ± 0.3 	4.6± 1.0 * 	1.2 ± 0.6 
3/0a 	1.3 ± 0.7 	2.4 ± 0.4 	0.3:1. 0.3* 
310c 	O 	 O 	 O 
3/24 	0 	 0 	 0 
3/8 	0 	 0 	 0 
311 	0 	 0 	 0 
3/1c 	O 	 O 	 O 

Número promedio de partículas ± desviación estandar por región anatómica . * p < 0.05 
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Figura 7. Vein: cuatro horas después ce la exposlc án, el MER permite ver que las las 
bifurcaciones contienen células con un diámetro promedio de 25 pim (a) y en cuyo interior se 
identifican partículas con ayuda del MER (b), cuya composición es rica en silicio y aluminio de acuerdo 
al microanálisis de rayos-f, (c, mapa de Si) (2 000x), 
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Resultados 

DISTRIBUCION DE MACROFAGOS EN EL PULMON DE RATA DESPUES 
DE LA INHALACION DE POLVO DE MEXICALI 

100 - 

50 - 

A 	 p < 0.05 

Porciento de Macrófagos con Polvo Intracelular 
B. T. 

40 - 	 Ea la. Bif. 

2a. Bif. 

ZIR 	20 

	1 

	

3/0a 3/0c 3124 318 	3/ 1 	3/1c 
B 	 Exposición 

Figura 8. Veinticuatro horas después de la inhalación del PM, la aparición de MA en el sitio 
de depósito de las partículas se hizo aparente. La la Bif es el sitio con mayor acúmulo de células (A). 
La identificación de partículas intracelulares fue proporcional al número de MA y nunca sobrepasó 
50% (B). 

a los ocho días (14% ± 8%) y un mes (8.5% ± 3%) (p < 0.05) (Fig. 8 A y B). En 

los animales control el porcentaje de la Bif con macrófagos nunca excedió del 4% 

± 2%. El 32% de las células observadas en la 1 a Bif del grupo 3/24 tuvieron PM, 

mientras que solo el 24% lo tuvieron en 3/0. La distribución de los macrófagos en 
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Resultados 

los bronquiolos terminales y 2a Bif, demuestra que las células se desplazan hacia 

los BT a través del tiempo. Simultáneamente persiste un mayor número de células 

con partículas a este nivel. El número de células por región anatómica en los 

diferentes grupos, demuestra una movilización inicial de los macrófagos hacia el 

sitio en que se depositó el polvo de Mexicali y que progresa con el tiempo hacia 

los bronquiolos terminales (Cuadro III), 

CUADRO III 

EXPOSICION NASAL A POLVO DE MEXICALI EN RATAS 
Distribución y Número de Macrófagos 

t 	 BT 	 la Bif 	2a Bif 

310v 	0.4 ± 0.4 	0 	0 
3/0a 	0.5 ±0.5 	3.5 ± 2.8 	0.8 ± 0.8 
3/0c 	0.5±0.5 	 0 	0 
3/24 	1.4±0.1 	3.3 ± 0.2 ** 	0.3 ± 02 
3/8 	1.1 ± 0.1* 	0.6 ± 0.2 	0.3 ± 0.3 
3/1 	0.8 ± 0.3 	0.7±0.3 	0 
3/1c 	0.5 ± 0.3 	0.7±0.5 	0 

Número promedio de macrófagos ± desviación estandar por región anatómica . * p < 0.005 
" p <0.0005 

Actividad Quimiotáctica para Macrófagos Alveolares por Suero 

Activado con PM 

La actividad quimiotáctica se probó con zimosan y asbesto como controles 

positivos, Fe y S como controles negativos y a—C y PM como problemas. La 

actividad quimiotáctica a diferentes dosis siempre fue mayor con Z (Fig. 9) El A 
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ACTIVACION DE SUERO POR PARTICULAS INORGANICAS 
Ouímlotaxis 

st4 
121 S + Fe 

S + C 

❑ S + PM 

❑ S + A 

1 S + Z 

o 
o 

o o 

Resultados 

1 	 5 	 10 

Concentración de Suero (%) 

Figura 9. La incubación de partículas inorgánicas con suero normal de rata resultó en grados 
diversos de activación quimiotáctica, con excepción de las partículas de hierro. La respuesta es 
dependiente de la concentración de suero empleada. 

tuvo una actividad intermedia, seguida por la inducida por el PM y el aC. Tanto 

el Fe como el suero no indujeron movilidad celular. La concentración óptima de 

los sueros activados fue del 10%. En los experimentos en que se colocaron las 

mismas cantidades de suero activado en los compartimentos superiores e 

inferiores de las cámaras, se demostró que el Z, A y PM provocan una movilidad 

celular no mayor del 12%. Esta movilidad se encuentra muy por debajo de la 

inducida contra gradiente (Fig. 10). En el caso de a—C, S y Fe, la movilidad fue 

igual a la lograda contra gradiente. Ctiando se invirtieron los gradientes, 

prácticamente no existió movilidad celular. Estos resultados indican que la 

migración inducida por Z, A y PM es una verdadera respuesta quimiotáctica, 

mientras que la de a-C, Fe y S es quimiocinótica. Por otro lado, la incubación 

de los polvos con suero previamente inactivado, no indujo movilidad celular 

(respuesta no mayor al 12%) (Cuadro IV). 
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Resultarías 

ACTIVACION DE SUERO POR PARTICULAS INORGÁNICAS 
Quimiocinesis 

100 - 

o 

¢ 50 - 

A 

0% / 10% 	10% /10% 	10% / 0% 

[arriba / abajo] 

■ Zimosán 
Asbesto 

Polvo Mexicali 
Cuarzo 

Hierro 

■ Suero 

Figura 10. La migración celular inducida por el suero activado con Z, PM y A fue claramente 
dependiente de la existencia de un gradiente de concentración. La movilidad celular observada cuando 
se invirtieron o igualaron los gradientes, no fue significativa. Tanto S, como aC, como Fe, no 
indujeron movilidad dependiente de gradiente. 

CUADRO IV 

INCUBACION DE PARTICULAS INORGÁNICAS CON 
SUERO lNACTIVADO 

Quimiotaxis 

Polvo 	 % MA 120 C 

Suero 	 5 % 
Suero + Z 	 10% 
Suero + PM 	 9 % 
Suero + C 	 11 % 
Suero + A 	 9 % 
Suero + Fe 	 10 % 
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Determinación de Complemento en Suero de Rata Activado con 

Partículas Inorgánicas 

La prueba de Mayer demostró actividad promedio de complemento 

hemolítico en el suero normal (SN) de 17 UCH50 y en suero activado con zimosán 

(SAZ) de 0 UCH50. De los sueros incubados con los otros polvos, se obtuvo una 

activación paralela a la observada por quimiotaxis con asbesto (SAA) y polvo de 

Mexicali (SAPM) (p < 0.05). De la misma manera al aC (SAaC) y el Fe (SAFe) 

no indujeron una activacón estadísticamente significativa (Fig. 11), lo que 

concuerda CV la actividad quimiocinética descrita en la sección anterior. 

ACTIVACION DE SUERO POR PARTICULAS INORGÁNICAS 
20  _ 	Complemento Hemolitico 

SN SAA SAPM SAC SAFe 
Sueros 	 p > 0.05 

Figura 11. La demostración de activación del complemento en el suero incubado con asbesto 
y polvo de Mexicali permite sugerir que la actividad quimiotáctica observada con estos sueros, está 
relacionada con los componentes del complemento. 
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Determinación de Complemento y Actividad Quimiotáctica para 
Macrófagos Alveolares en LBA Activado por Partículas Inorgánicas 

Doble Inmunodifusión: El anti-C3b obtenido demostró una sola banda de 

precipitación por doble inmunodifusión, cuando se corrió contra el complejo 

zimosán-C3b. Esta banda presentó homología con la banda producida contra 

suero normal de rata (Fig. 12). Cuando el antisuero se probó contra albúmina de 

LBA 	1:0 
2 LBA 	1:1 

a LBA 	1:2 

LBA 	1:4 

E SN 	1:64 

e SN 	1:32 

SN 	1:16 

SN 	1:8 

Figura 12. Doble inmunodifusión en la que se observa una so al banda de precipitación y 
homología entre el suero y el LBA de rata cuando se prueba contra anti C3. 

rata, no se observó precipitación. La menor dilución de LBA con la que se vió 

precipitación fue de 1:4, mientras que para el suero fue de 1:64. 

Prueba de Mayer: Esta prueba también demostó la presencia de 

complemento en el LBA concentrado. En este caso la cantidad detectada fue 70 

veces menor a la del suero y fue posible identificar su activación por Z, PM, ocC y 

A (Fig. 13). 
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ACTIVACION DE LBA POR POLVOS lNORGANICOS 

0.3 	
Complemento liemolitico 

o 

u 

0.0 	 LAZ LAPM LAO 
p < 0.05 

Lavados  

Figura 13. La 
incubación de las proteínas obtenidas por LBA con asbesto, zimosán, polvo 

de Mexicali y a-cuarzo, resultó en la activación del complemento presente en las secreciones 

pulmonares. 

IrlIlliilab
er. Los estudios de quimiotaxis también demostraron activación 

del LBA concentrado. En este caso la mayor resp

imosán, uesta se obtuvo con z 

¡ración celular fue 
seguida por asbesto, polvo de Mexicali y aC. La mg  

predominantemente contra gradiente, indicando claramente la existencia de un 

factor quimiotáctico (Fig. 14). Llama la atención que en el caso del aC se indujo 

respuesta quimiotáctica y no la respuesta quimiocinética observada con el suero, 

indicando que el cuarzo actua de manera diferente en el lavado y en el suero. La 

activación del LBA en presencia de EGTA EDTA resultó en una inhibici
ón de la 

migración celular. Esta fue estadísticamente significativa solo cuando se empleó 

EDTA con Z, A y PM, sugiriendo que el complemento se activa por la vía alterna. 

Curiosamente en el caso del aC la inhibición por ambos compuestos no fue 

significaticva. El lavado control tuvo una pequeña activación cuya inhibición 

también fue mínima (Fig.15). 
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ACTIVACION DE LBA POR PARTICULAS INORGANICAS 
300 — 	 Quimiotaxis 
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Figura 14. Paralelo a la activación del complemento en el LBA, se identificó actividad 
quimiotáctica para MA (dependiente de gradiente) con todos los polvos estudiados. 

ACTIVACION DE LBA POR PARTICULAS INORGANICAS 
en Presencia de EGTA y EDTA 

300 - 

LBA 
	

LBA + EGTA LBA + EDTA 
p < 0.05 

Figura 15. La actividad quimiotáctica observada con el LBA activado con partículas 
inorgánicas, se vió inhibida cuando se emplearon agentes quelantes de Ca++ y Mg++. La mayor 
inhibición observada con EDTA sugiere que la activacion del complemento presente en el LBA ocurre 
a nivel de la vía alterna. Esto no se aplica en el caso del a cuarzo 
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Exposición Múltiple a Asbesto 

En estos experimentos se identificó la distribución intrapulmonar y la 

respuesta a la inhalación del asbesto después de exposiciones múltiples (T), en 

comparación con lo ocurrido después de exposición única (U). En ambos casos el 

depósito de las fibras fue preferencialmente a nivel de la la Bif (100% de 

bifurcaciones) (Fig. 16) y tendieron a desaparecer con el tiempo. La 

comparación entre ambas exposiciones, demostró que en el grupo T existe una 

mayor penetración de las fibras a la 2a Bif (62% vs. 41%) (p < 0.01) y una mayor 

permanencia en la la y 2a Bif a las 24 horas y a los 8 días (Fig. 17 A y B). El 

número de fibras depositadas y retenidas también fue mayor después de tres 

dosis. En el caso particular de la la Bif (Cuadro V), en el grupo U/0 el 50% 

CUADRO V 

EXPOSICION MULTIPLE A ASBESTO 
Distribución Semicuantitativa de Asbesto en la 1  a Bif 

Promedip Porciento  

número de fibras 

O 	1-3 	3 - 6 	>6 

U / O 
	

o 
	

50 	17 	33 
U /24 
	

49 
	

36 	12 	3 
U/ 8 
	

12 	0 	0 

T / 0 	0 	17 	43 	40 
T / 24 	41 	43 	13 	3 
T / 8 	50 	42 	8 	0 
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1, 	0,  "-I" 

Figura 16. El depósito de las fibras de asbesto en los animales sacrifcaccs al término de la 
exposición ocurrió a nivel de la la bifurcación después del bronquiolo terminal. Las 

'",p ras demuestran 

comparativamente el depósito inmediatamente después de una dosis (a) (MEB, 2 3X8x) y después de 
tres dosis, en donde las fibras coexisten con células que respondieron a las exbc s .

.:.:ones anteriores 

(b) (MEB, 2 00x). 
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EXPOSICION UNICA Y MULTIPLE A ASBESTO 
Distribución y Depósito de Fibras 

Unica 

C U/Ov U/Oa U/24 U/8 

A 

1111 BT 
13 la. Bit 
ro 2a. Bif 

Triple 

C T/Ov T/Oa T/24 T/8 
B 	 Exposición 

Figura 17. La distribución y depósito de las fibras de asbesto inhaladas después de una (A) 
o tres dosis (B), ocurre preferencialmente a nivel de la la bifurcación. En el caso de la exposición 
triple el depósito y permanencia de las fibras es mayor y mas prolongado. 
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tuvieron de 1-3 fibras/Bif y en el grupo T/01  el 43% tuvo de 3-6 fibras/Bif. La 

retención de las fibras a lo largo del tiempo también fue mayor en el grupo T. 

Veinticuatro horas después de la exposición se notó un aumento importante en el 

número de bifurcaciones a las que migraron células. En el caso de la exposición 

única alcanzó 88% y en la triple 100%. La exposición triple se caracterizó por la 

presencia de macrófagos alveolares en 93% de las las Bif al tiempo 0, en 

comparación con 24% en el grupo U/0. Lo mismo sucedió en el nivel de la 2a Bif y 

del bronquiolo terminal. Las respuestas celulares a los ocho días fueron mayores 

en el grupo T (Fig. 18 A y B). El número de MA observados en cada región 

anatómica fue mayor en el grupo T (Fig. 19). El promedio de células observadas 

en la la Bif a las 24 horas fue de 5.2 ± 1.1 MA/Bif en U/24 y de 10 ± 1.6 MA/Bif en 

T/24 (p < 0.001) (Fig. 20 A y B). En los animales control nunca se observaron 

fibras y rara vez se identificaron macrófagos en las bifurcaciones. 

En la Fig. 21, Cuadro VI y Figs. 22 A y B se demuestra que la 

distribución de fibras en los pulmones de los animales sometidos a LBA, es 

similar a los no lavados y con la misma tendencia a ser mayor en el grupo T (Fig. 

21). El número de partículas tendió a disminuir en los animales lavados al tiempo 

0, mientras que en U/24 y T/24 se encontraron números similares a los presentes 

en los pulmones no lavados. La distribución y el número de células se 

mantuvieron semejantes en los animales lavados y no lavados, con excepción de 

la pérdida de los macrófagos en los bronquiolos terminales (Fig. 22 A y B). 

LBA: La viabilidad y el número de células recolectadas en el LBA no varió 

en los diferentes grupos de ratas expuestas y el porciento de polimorfonucleares 

nunca pasó del 2%. El número promedio de MA/animal fue para el grupo control 

de 16 x 106; para el grupo U/0 de 15 x 106; para el grupo U/24 de 17 x 106; para el 
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EXPOSICION UNICA Y MULTIPLE A ASBESTO 
Distribución de Macrófagos 

loo — 

  

BT 
121 la. Bif 

O 2a. Bit 

Triple 

 

B 
C T/Ov T/Oa T/24 T/8 

Exposición 

 

Figura 18. La respuesta macrofágica a las fibras de asbesto retenidas después de una (A) 
o tres (B) exposiciones, también ocurre preferencialmmente en la la bifurcación. Sin embargo, la 
respuesta celular a tres dosis se extiende y permanece mas tiempo a niveles más profundos del acino 
pulmonar. 
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Figura 19. 
Veinticuatro horas después de la última exposición se observó la migrac 

	de 

células al sitio de depósito de las partículas. La dosis única r
-Idujo una migración menor (a) (MEB 

000x) que la observada después de tres dosi s (b) (MEB, 1 520x). 
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EXPOSICION UNICA Y MULTIPLE A ASBESTO 
Número de MA por Unidad Anatómica de Pulmón 
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Figura 20. El número de MA observados en las diferentes regiones anatómicas de los 
pulmones de ratas expuestas a una (A) o tres (B) dosis de asbesto, indica una mayor respuesta 
celular en esta última. 
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EXPOSICION UNICA Y MULTIPLE A ASBESTO 
Distribución y Depósito de Fibras en Pulmones Lavados c/ Masaje 
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Exposición 

Figura 21 La persistencia de las fibras de asbesto en los sitios de depósito después de LBA 
en animales expuestos a una (U) o tres (T) dosis, indica una fuerte interacción partícula célula. 
Esta puede ser responsable de la progresión del daño pulmonar inducido por asbesto. 

CUADRO VI 

EXPOSICION MULTIPLE A ASBESTO 
Distribución Semicunatitativa de Asbesto en la la Bit 

Pulmones Lavados el Masaje 
Promedio Porciento  

número de fibras 

1 - 3 	3 - 6 

U 10 	65 	18 	17 
0124 	45 	41 	12 

	
2 

T I 0 
	

11 	42 	32 	14 
T / 24 
	

17 	52 	20 	11 
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EXPOSICION UNICA Y MULTIPLE A ASBESTO 
Distribución de Macrófagos Alveolares en Pulmones Lavados c/ Masaje 

 

Número de MA 
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E 2a. Bif 
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T/24 
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Exposición 

Figura 22. Además de que el LBA no fue capaz de remover las fibras de asbesto 
depositadas, tampoco modificó la distribución (A) y el número (B) de MA que migraron al sitio de 
depósito de las partículas. La única excepción en ambos casos fue la eliminación de fibras y células 
presentes a nivel de los bronquiolos terminales. 
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grupo T/0 de 13 x 106  y para el grupo T/24 de 14 x 106. Por otro lado, el número 

de macrófagos que fagocitaron asbesto aumentó en relación a la dosis y al tiempo 

después de la exposición (Cuadro VII). 

CUADRO VII 

CULTIVO EN MONOCAPA DE MA 
Porciento de MA con Asbesto  

Exposición 

U10 	 10 
U124 	 20 

T/0 	 25 
T124 	 35 

* 100 MA a 20 kV 

La actividad quimiotáctica encontrada en las fracciones de los LBA 

concentrados siempre fue mayor en las alícuotas que se calentaron a 560C/45 

min (Figs. 23 A y 8). Dicha actividad se presentó tanto en la fracción de corte 

nominal >10 kDa como en la >25 kDa. De éstas, la mayor actividad en todos los 

grupos ocurrió en la >10 kDa, empezando a observarse en el grupo U/0 para 

alcanzar un pico en U/24 y disminuir progresivamente en T/0 y T/24 (Fig. 23 A). 

En el caso de la fracción >25 kDa, la mayor actividad ocurrió en el grupo T/24, 

seguida por U/24 y en menor grado por U/0 y T/O (Fig. 23 B). Esto indica que 

existe actividad quimiotáctica en ambas fracciones estudiadas y que varían en 

relación al tipo de exposición. 
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EXPOSICION UNICA Y MULTIPLE A ASBESTO 
Quimiotaxinas en LBA 

o 
N 

2 > 10 000 

U10 U/24 T/0 T/24 
A 

 

calentada 

El no calentada 

o 

2 
> 25 000 

C U/0 U/24 T/O T/24 

Exposición 

Figura 23. La búsqueda de sustancias quimiotácticas para MA presentes en el LBA de 
ratas expuestas una y tres veces a asbesto, permitió identificar dicha act vedad en fracciones con 
pesos moleculares >10 000 (A) y >25 000 (B). La incubación de las fracciones a 560C/1 hr. permitió 
observar una mayor respuesta. El desfasamiento en tiempo de la actividad observada con las 
fracciones >10 000 y >25 000, sugiere la participación en el proceso de más de un factor 
quimiotáctico. 
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Exposición de Eritrocitos a Asbesto 

Hemólisis: Se observaron distintos grados de hemólisis dependientes de la 

dosis de asbesto empleada (Fig. 24). A partir de la dosis de 10.78 µg/m1 se 

ERITROCITOS EXPUESTOS A ASBESTO 

Hemólisis 

10 	20 	30 	40 	50 
asbestos 	(µg/m1) 

Figura 24. La exposición de eritrocitos humanos a diferentes dosis de asbesto resulta en 
grados progresivos de hemólisis a partir de 10.78 p.g/ml de asbesto crisotilo. 

empezó a ver un grado de lisis del 12%, para alcanzar una lisis máxima del 55% 

con la mayor dosis de asbesto. El estudio morfológico de las células expuestas 

demostró la deformación de los eritrocitos (Fig. 25). La observación de los 

fantasmas resultantes con MET, permitió corroborar la adherencia de las fibras a 

las membranas (Fig. 26). 
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Figura 25. Aspecto al MEB de los erltrocitos contra i 	
te los erítrocitos expuestos a 

asbesto. (a) eritrocitos control (4 140x). (b) eritrocios deforrnatzs :Dor el asbesto (4 935x). 
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Figura 26. El microscopio de transmisión permitó observar la interacción de las fibras con 
las membranas de los eritrocitos (a) (923 000x). En (b) se observan las membranas no expuestas a 
asbesto (14 400x) (tinción negativa). 
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Actividad de las ATPasas de [Na,+ K+] y de (Ca++, Mg++ en 
Fantasmas de Eritrocitos Expuestos a Asbesto: 

El asbesto no produjo interferencia con los métodos empleados para la 

determinación de proteína (Fig. 27) o de Pi (Fig. 28). Tampoco se observó que 

el asbesto afectara la disponibilidad de! ATP presente en las mezclas de reacción 

(Cuadro VIII). 

DETERMINACION DE PROTEINA EN PRESENCIA O AUSENCIA 
DE ASBESTO 

0 	5 	10 	15 	20 
	

30 

proteína 	(I I) 

■ sin asbesto 

O con asbesto 

Figura 27. La presencia de la dosis mayor de asbesto empleada en estos experimentos 
(43.12 µg/ml), no interfiere en el sistema empleado para cuntificar proteína. 
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DETERMINACION DE Pi EN PRESENCIA O AUSENCIA 
DE ASBESTO 

ci 
o 
E 

sin asbesto 
O con asbesto 

5 
	

10 	15 
	

20 
nmoles PI 

Figura 28. El asbesto (43.12 µg/ml) tampoco interfirió con la determinación de Pi por el 
método de Lanzetta. 

CUADRO VIII 

MEZCLA DE REACCION CON [y-32  P] ATP EN PRESENCIA DE ASBESTO 
Diferencia Porciento  

MR ATPasa [Na+ K+] (3 mM, 7 000 cpm) 

asbesto p.glml 	269 	5.39 	10.78 	21.56 	43.12 

Total 	 0 	2 	3 	1 	4 
Sobrenadante 	O 	O 	O 	O 	O 

MR ATPasa [U++, Mg++] (3 mM, 7 000 cpm) 

Total 	 1 	3 	4 	0 	1 
Sobrenadante 	O 	O 	O 	O 	O 
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El empleo de Tritón X-100 produjo aumento del 29% en la actividad de las 

ATPasas de [Na+, K+] y del 29.8% en la de [Ca++, Mg++]. La disponibilidad para 

liberar ácido siálico de los fantasmas empleando neuraminidasa también se 

incrementó en 28.8% con el empleo de Tritón X-100. En el caso de las ATPasas, 

la concentración óptima de Tritón X-100 fue de 0.0125% y en el del ácido siálico 

de 0.1% (Cuadro IX). 

CUADRO IX 

ACTIVIDAD ENZIMATICA Y LIBERACION DE ACIDO SIALICO DE FANTASMAS DE 
ERITROCITOS EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE TRITON X-100 

Actividad (nmol) 
	

sin /Tritón 	con (Tritón 

ATPasa [Na+, K+] 	9.8 	 13.8 	 29.0 
ATPasa [Ca++, Mg++] 	14.8 	 21.1 	 29.8 
Neuraminidasa 	 31.3 	 44.0 	 218 

El asbesto produjo ihibición del 50% en la actividad de la ATPasa de [Na+, 

K+] (Fig. 29). Este grado de inhibición se alcanzó desde la primera dosis de 

asbesto (p < 0.001). La actividad de los fantasmas control fue de 12.2 ± 1.2 

nmol/mgfmin. La presencia de ouabaína no produjo diferencias entre el control y 

los fantasmas con diferentes cantidades de asbesto y la actividad promedio se 

mantuvo en 4.6 ± 0.4 nmol/mg/min. Cuando los fantasmas control se incubaron 

con concentraciones crecientes de asbesto, las actividades fueron en general 
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más bajas. La actividad control fue de 8.7 ± 2.0 nmol/mgimin y no se alcanzó una 

inhibición importante hasta la última dosis (Fig. 29) (p < 0.05). Tampoco se 

observaron diferencias en presencia de ouabaína (2.9 ± 0.25 nmol/mg/min). 

ACTIVIDAD DE LA ATPasa [Na+ K+] EN LA MEMBRANA 
DE ERITROCITOS EXPUESTOS A ASBESTO 

15 — 

e 

10 - 

5 - 

erit + asb. 
— 	— 	memb. + asb. 

E 

o. 

o 
E 

o 	a 	 1 	 1 	 a 	 a 	1 

-10 	0 	10 	20 	30 	40 	50 
asbesto 	(µg/m1) *p < 0.0001 

Figura. 29. La actividad enzimática de la ATPasa [Na+, 	observada en las membranas 
de eritrocitos expuestos in vitro a dosis crecientes de asbesto, resultó en una inhibición significativa 
a partir de la primera dosis empleada. Por otro lado, la incubación del asbesto con membranas 
control solo demostró inhibición significativa cuando se emplearon 43.12 µg/mIde asbesto crisotilo. 

La actividad de la ATPasa de [Ca++, Mg++] en los fantasmas de eritrocitos 

expuestos a asbesto se vió estimulada en relación a la dosis (Fig. 30). Esta 

alcanzó hasta 57% con la dosis mayor (p < 0.005), partiendo de una actividad 

control de 18.3 ± 1.2 nmol/mg/min. La actividad registrada en ausencia de Ca++ 

se mantuvo en un promedio de 4.0 ± 0.9 nmol/mg/min, a pesar de la presencia de 

asbesto. En el caso de los fantasmas control incubados con asbesto la actividad 
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tendió a disminuir en relación a la dosis (n.s.). En estos experimentos las 

actividades también fueron en general más bajas y la actividad control fue de 14.2 

± 2.5 nmol/mg/min (Fig. 30). 

ACTIVIDAD DE LA ATPasa [Ca++ Mg++] EN LA MEMBRANA 
DE ERITROCITOS EXPUESTOS A ASBESTO 
40-,  

30-
c  
E  
--. 
O) 
E 

20 

o 
E 	10- 

• 

erit. + asb. 

— 	Memb. + asb. 

o • 	 o 	 o 	I 

-10 	0 	10 	20 	30 	40 	50 
asbesto 	(lig fm I) 	 0.005 

Figura 30. La actividad de la ATPasa [Ca++, Mg++) en las membranas de eritrocitos 
previamente expuestos a asbesto, resultó en estimulación progresiva a partir de 10.78 pg/ml. 
Contrariamente, la exposición de membranas control a asbesto no indujo cambio alguno en la 
actividad. 

Tratamiento con Neuraminidasa: 

La exposición de los eritrocitos a asbesto resultó en menor liberación de 

ácido siálico de los fantasmas tratados con neuraminidasa, sugiriendo que el 

asbesto es capaz de unirse a los residuos de ácido siálico de la membrana y 
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hacerlos inaccesibles a la enzima. Esto fue más notable cuando se midió el ácido 

siálico en el sobrenadante de los fantasmas tratados con neuraminidasa, 

especialmente con los eritrocitos que se expusieron a una dosis de asbesto de 

43.12 µg/ml (p < 0.02). En menor grado se observó tendencia a retener ácido 

siálico en el botón de asbesto + membranas (Fig. 31) (n.s.). El ácido siálico 

liberado de 100 lig de fantasmas control fue de 50.9 ± 3.3 nmol. 

ERITROCITOS EXPUESTOS A ASBESTO 
Liberación de Acido Sino° por Neuraminidasa 

%
 de

  
ác

id
o  

o 	 1 	 1 

5 	5 	15 	25 	35 	45 
asbesto 	(p.g/m1) 	 ap 	0.05 

Figura 31. La exposición de eritrocitos humanos a asbesto resultó en una inhibición en la 
liberación del ácido siálico de la membrana, cuando éstas se incubaron con neuraminidasa. Estos 
resultados indican una afinidad parcial del asbesto por los residuos de ácido siálico de la membrana de 
los eritrocitos. 

Electroforesis de los Fantasmas de Eritrocitos Expuestos a Asbesto: 

El patrón de electroforesis obtenido de los fantasmas control (Fig. 32a) 

resultó estar compuesto por 10 bandas principales que corresponden a lo 
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clásicamente descrito para el eritrocito (92, 93) y que consiste (de mayor a menor) 

de : banda 1, 2, 2.1, 2.2 a 2.6, 3, 4.1 y 4.2, 5, 6 y 7. De éstas, las bandas 1 y 

2 corresponden a la espectrina (peso molecular 240 y 220 kDa). La banda 2.1 

corresponde a anquirina (peso molecular 200 kDa). Posteriormente existe un 

número variable de bandas denominadas 2.2 a 2.6 y que corresponden a 

proteínas asociadas con la anquirina (pesos moleculares <200 kDa). La siguiente 

banda es la 3, que corresponde al canal de aniones y a una proteína que une 

anquirina. Aquí también comigran otras proteínas como la ATPasa de [Ca++, 

Mg++] y glucoproteínas como la ATPasa de [Na+, K+] (88) (peso molecular 

alrededor de 100 kDa). Las bandas 4.1 y 4.2 median la interacción entre la 

espectrína y la actína (peso molecular de 82 y 76 kDa, respectivamente). La 

banda 5 corresponde a actina y la 6, a la gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa 

(43 y 35 kDa, respectivamnete). El papel de la proteína de la banda 7 no es claro. 

En ocasiones se observa al final una banda adicional que corresponde a 

hemoglobina contaminante. Este mismo patrón también se observo en los 

fantasmas de eritrocitos expuestos a asbesto (43.12 p.g/ml) (Fig. 32b.) El 

tratamiento de los fantasmas con Tritón X-100 y el análisis de las fracciones 

solubilizadas o retenidas en los botones, tampoco demostró diferencias entre los 

eritrocitos expuestos a asbesto y los observado en los controles (Fig. 32c, d, e, 

1). Estos resultados cualitativos sugieren que el asbesto se adhiere a la 

membrana sin "secuestrar" preferencialmente a ninguna proteína. Sin embargo, 

se requiere de estudios más precisos en los que se cuantifiquen las proporciones 

de las diferentes proteínas, como se ha informado en otras situaciones 

patológicas (94, 95). 
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ab cd e 

Figura 32. Patrón electroforético de las membranas de eritrocitos control (a) y de 
eritrocitos expuestos a la dosis mayor de asbesto (43.12 pigiml) (b). El tratamiento de las 
membranas con Tritón X-100 no produjo diferencias en las bandas observadas en los botones (c) y en 
los sobrenadantes de eritrocitos control (e), así como tampoco en los de los expuestos a asbesto: 
botón (d) y sobrenadante (f) (Azul de Coomasie). 
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Hernólisis en Presencia de Na, K o Li: 

No se observaron diferencias en el grado de hemólisis producida en 

cualquiera de los tres amortiguadores empleados a osmolaridad constante (Fig. 

33). Esto indica que la hemólisis inducida por el asbesto no depende de los iónes 

presentes en el medio. 

Figura 33. La actividad hemolitica del asbesto es independiente de las cationes (N+, K+, 
Li+) presentes en el medio de incubación. Esto indica que la inhibición de la ATPasa [Na'+ K+) no 
juega un papel importante en la génesis de la lisis celular inducida por el asbesto crisotilo. 
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Lesiones Experimentales por Polvo de Mexicali 

En los últimos años nos hemos dedicado a estudiar el potencial tóxico del 

polvo de Mexicali con la idea inicial de asociar su presencia con la producción de 

enfermedad intersticial pulmonar (64). Los resultados previamente obtenidos 

indican que dicho polvo es capaz de producir lisis celular y una lesión intersticial 

pulmonar multifocal cuando se prueba in vitro con eritrocitos y macrófagos 

alveolares e in vivo, cuando se instila en ratas (63, 64, 78, 81, 96). Estos 

resultados abrieron otra serie de preguntas encaminadas a comprender los 

mecanismos involucrados en el desarrollo de lesiones inducidas por el polvo. 

Particularmente este polvo representa un reto ya que su composición lo hace un 

polvo poco estudiado y además su potencial patógeno se asocia con exposiciones 

ambientales no ocupacionales. 

El polvo de Mexicali es una mezcla de partículas cuya mayoría corresponde 

a alúmino silicatos (98%) y solamente 2% a sílice cristalino. Esto es relevante ya 

que en el pasado el desarrollo de enfermedad pulmonar inducida por ciertas 

partículas se tendía a asociar con el contenido de sílice presente en el polvo 

inhalado. Recientemente esta tendencia ha cambiado y se ha empezado a 

identificar el papel de otros compuestos presentes en los polvos como los 

responsables del efecto patogénico. Esto ocurrió especialmente en aquellas 

ocupaciones en las que los trabajadores se exponen a mezclas de partículas, 

como los alfareros (97). 
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Dentro de los silicatos tóxicos existentes el asbesto es el más ampliamente 

estudiado. Otros silicatos no fibrosos como el kaolín y la mica (97) también han 

sido identificados como patógenos. Sin embargo el polvo de Mexicali no 

corresponde a ninguno de estos compuestos. Cuando se trata del estudio de 

exposiciones no ocupacionales, las posibilidades se reducen. Hay informes de 

exposición a fibras de asbesto en poblaciones cuyo suelo es rico en fibras (41), 

pero lo más relevante para nuestro caso son los informes de exposición a un 

alúmino silicato en granjeros del sur de California (62). Este tipo de exposición 

también se documentó en animales del zoológico de San Diego, Cal. y en ambos 

casos produjo enfermedad intersticial pulmonar. El alúmina silicato identificado 

correspondió a una mica (moscovita) (62, 98). En el caso del polvo de Mexicali el 

análisis mineralógico reveló preliminarmente la existencia de alúmino silicatos del 

tipo de los feldespatos. Esto representa una discrepancia importante, 

especialmente cuando se trata de muestras obtenidas en dos regiones 

geográficamente próximas, lo que hace necesario un estudio geológico más 

detallado de nuestras muestras. Independientemente de esto, la información en 

cuanto a las lesiones experimentales producidas por alúmino silicatos es pobre, a 

no ser por lo informado después de las erupciones de Monte Santa Elena en 

Washington, EE.UU.A. a principios de los años 80. Esta ceniza contiene 

predominantemente alúmino silicatos del tipo de los feldespatos. Curiosamente 

estas muestras no producen lesiones en humanos, animales de experimentación 

o células aisladas (3, 11, 29). 

Por estas razones consideramos indispensable continuar con el estudio del 

polvo de Mexicali y ahondar en la comprensión de los mecanismos iniciales de 

daño, ya que habíamos probado su capacidad para inducir lesiones pulmonares. 

La pregunta inicial se dirigió al estudio del depósito pulmonar de las 

partículas después de su inhalación y compararlo con lo informado para otras 
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patículas fibrogénicas (28, 29). Los resultados obtenidos indican que la respuesta 

inicial a la inhalación del polvo de Mexicali se localiza preferencialmente en la 

primera bifurcación de los conductos alveolares después del bronquiolo terminal. 

Veinticuatro horas después el polvo es sustituido por células mononucleares que 

lo fagocitan y cuya morfología corresponde a la de macrófagos alveolares. La 

dosis y exposición empleadas no fueron suficientes para producir una lesión 

morfológica reconocible 30 días después. Esto también es similar a lo observado 

en ratas expuestas a cuarzo (99) y a asbesto (73). 	Comparativamente los 

resultados obtenidos con polvos "inertes", no demuestran consistentemente la 

existencia de migración celular al sitio de depósito de las partículas, a pesar de 

que se depositen igual que las fibrogénicas (3, 29, 51). 

Estudios previos demostraron que cuando se incuba in vitro suero fresco 

con asbesto crisotilo este es capaz de activar al sistema de complemento (53, 54). 

Cuando se demostró la existencia del sistema de complemento en las secreciones 

pulmonares (52) la hipótesis para explicar la generación de factores 

quimiotácticos después de la inhalación de asbesto, se hizo evidente. Los 

estudios de Warheit y col, se encargaron de comprobar el papel del complemento 

en el reclutamiento celular después de la exposición experimental a asbesto (51, 

100). 

Cuando realizamos nuestros experimentos ya se sabía que la ceniza del 

Monte Santa Elena era un alúmina silicato que se depositaba en las bifurcaciones 

pulmonares pero que era incapaz de atraer macrófagos y de activar complemento 

in vitro (3, 51, 69). Esto hizo particularmente interesante el estudio de la 

capacidad del polvo de Mexicali para activar complemento y postular la manera en 

que los macrófagos son atraídos a la primera bifurcación de los conductos 

alveolares. Nuestros resultados demostraron la existencia de una actividad 
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quimiotáctica en el suero incubado con polvo de Mexicali, paralela a la activación 

del complemento sérico. Esta actividad es comparativamente similar a la obtenida 

con asbesto. Adicionalmente nos propusimos reproducir estos resultados al 

incubar las partículas con las secreciones pulmonares obtenidas por lavado 

bronquioalveolar. Los resultados fueron similares, además de probarse que la 

actividad quimiotáctica se inhibió significativamente en presencia de EDTA y no de 

EGTA, lo que indica su dependencia de Mg++ y sugiere que el complemento es 

activado por la vía alterna, tal y como fue descrito para el asbesto (53). 

Interesantemente el cuarzo y el hierro no activaron al complemento serico; 

no obstante, el cuarzo fue capaz de activar al complemento presente en las 

secreciones pulmonares. Nuestra impresión es que el cuarzo pudo haber 

adsorbido algunas proteínas séricas que previnieron su contacto con las proteínas 

del complemento, lo que no ocurrió en un ambiente con menor concentración de 

proteínas como es el lavado bronquial. Hasta el momento no podemos explicar el 

porque la supresión de Ca++ y de Mg++ en el sistema no inhiben 

significativamente la actividad quimiotáctica del lavado incubado con cuarzo. 

Estas discrepancias sugieren que el cuarzo podría estar ejerciendo sus efectos 

patogénicos a través de un mecanismo diferente. 

Otro punto a señalar es la incapacidad del hierro para activar complemento 

sérico y que puede estar relacionado con su comportamiento como partícula 

"inerte". Sin embargo recientemente se han publicado algunos experimentos en 

los que se menciona la capacidad de estas partículas para activar complemento y 

para inducir una respuesta celular temprana en el pulmón expuesto (51). Una 

posible explicación para estas discrepancias podría ser la presencia de 

endotoxina en las partículas o soluciones empleadas. Nuestros experimentos 

fueron particularmente "limpios" en cuanto a la existencia de endotoxina, ya que 

77 



Discusión 

nunca la encontramos en nuestras soluciones y tomamos la precaución de 

inactivarla por calor en las partículas empleadas. En el trabajo de Warheit y col. 

(51) se señala la negatividad para endotoxina en sus ensayos, pero sus partículas 

no fueron inactivadas por calor. Queda por probar si esta diferencia en el 

tratamiento de las partículas afecta los resultados obtenidos por ambos grupos. 

Vale la pena señalar que las actividades quimiotácticas incluidas en esta 

tesis corresponden realmente a movimientos contra gradiente, ya que se evaluó 

la quimiocinesis invirtiendo o igualando los gradientes de las fracciones probadas. 

Nuestros resultados ofrecen nuevas pruebas a favor del potencial patógeno 

del polvo de Mexicali, además de indicar que los mecanismos iniciales 

involucrados en el desarrollo de la enfermedad son similares a los observados 

con otros polvos fibrogónicos. La capacidad de las partículas para activar 

complemento representa el sistema que podría explicar la movilidad celular hacia 

los sitios de depósito del polvo de Mexicali. 

Exposición Múltiple a Asbesto 

Los resultados obtenidos de la exposición triple a asbesto representan uno 

de los primeros esfuerzos para entender la manera como progresan las lesiones 

pulmonares inducidas por asbesto crisotilo. Particularmente informamos las 

alteraciones morfólogicas observadas por microscopía de luz y de barrido y 

describimos la producción de una lesión localizada en las paredes de los 

conductos alveolares. Esta se caracteriza por un engrosamiento de sus paredes 

por la acumulación de macrófagos alveolares en relación al depósito de fibras a 

partir de la primera bifurcación. Hasta el momento los modelos estudiados han 
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centrado su atención en las fases iniciales de la enfermedad (28, 29, 30, 31, 47, 

49, 51, 57, 70, 71, 73, 81, 100) o en los efectos tardíos cuando ya se identifica 

fibrosis intersticial o neoplasias pulmonares (46, 58, 74, 101, 102, 103, 104, 

105). Esto, por un lado, permitió relacionar los efectos del asbesto con la 

producción experimental de la enfermedad y por el otro, con los eventos que los 

inician. Sin embargo, todavía no se han identificado los factores que median el 

desarrollo de las lesiones desde el depósito de las fibras, hasta la fase fibrótica de 

la enfermedad. 

Los datos disponibles hasta la fecha permiten proponer al macrófago 

alveolar como la célula responsable de iniciar y mantener las lesiones, una vez 

que han sido activados por el contacto con las fibras (106). Aunque en algunos 

modelos la respuesta celular a la exposición es mixta, polimorfonucleares y 

macrófagos, los primeros responden temporalmente y los segundos persisiten 

(101). La respuesta macrofágica es más pura en los modelos de exposición por 

inhalación, en donde los polimorfonucleares nunca se observan (71 y esta tesis). 

Esto resulta interesante ya que se ha postulado que la atracción celular al sitio 

donde se depositan las partículas esta mediada por su capacidad para activar 

complemento (ver seccion anterior) y liberar fracciones quimiotácticas como C5a  

C3a  (49, 51, 100). Se sabe que después de una dosis de asbesto el 

complemento disponible en las secreciones pulmonares se consume durante las 

primeras 48 horas y no regresa a niveles normales sino hasta una semana 

después (100), Por otro lado, en los modelos de exposición crónica se ha visto la 

persistencia de la respuesta macrofágica, lo que ha sugerido que la migración de 

estas células es mantenida por algún otro factor quimiotáctico diferente al 

complemento. Kagan y col. han informado la existencia de varios factores 

quimiotácticos para macrófagos alveolares producidos in vitro por los mismos 
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macrófagos alveolares obtenidos de ratas crónicamente expuestas a asbesto (46), 

sugiriendo que la atracción celular no depende totalmente del complemento. 

Estudios in vitro han corroborado la existencia de factores quimiotácticos 

producidos por macrófagos activados con partículas inorgánicas o productos 

bacterianos (43, 44, 45, 46). 

Otra interrogante de importancia es la manera como se establece la 

proliferación celular intersticial que lleva a la fibrosis; esta se ha observado aún 

después de una exposición breve a asbesto (70). 

Por un lado se ha mencionado a la lisis celular con la liberación de 

partículas previamente fagocitadas y de enzimas lisosomales, como el fenómeno 

central que perpetúa el proceso (7, 72). Recientemente se ha tomado en cuenta 

la liberación de productos celulares secretados por células vivas y activadas por el 

contacto con las partículas como un mecanismo que favorece la comunicación 

intercelular y la inducción de procesos proliferativos y/o secretorios que podrían 

perpetuar el daño (106). Los datos sugieren que los macrófagos activados con 

asbesto u otras partículas inorgánicas secretan factores de crecimiento celular 

como interleucinas 1 y 2 (47, 107), homólogos de PDGF (5) o factores de 

proliferación fibroblástica (56, 104). Sin embargo, a la fecha no se ha identificado 

un patrón de secreción que permita diferenciar a aquellos macrófagos activados 

con partículas fibrogenicas de aquellos con partículas no fibrogénicas, tanto para 

mediadores de la inflamación como para factores de crecimiento (48, 56, 57, 

108). Por lo tanto, aunque la hipótesis de la participación activa del macrófago en 

la síntesis de los mediadores del daño es atractiva, las pruebas disponibles 

todavía son incompletas. 

De igual manera tampoco se conoce en conjunto el papel de la lisis celular 

y la persistencia de las fibras en el parénquima pulmonar. Como se puede 
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observar, el conocimiento del proceso se ha limitado al estudio de la fase inicial o 

terminal de la enfermedad y todavía no se han estudiado estadios intermedios. 

Nuestro proposito es obtener datos al respecto y el modelo empleado en esta tesis 

ofrece una serie de interrogantes importantes. Por un lado observamos que la 

exposición a dosis subsecuentes de asbesto resulta en mayor penetración y 

retención de la fibras y por el otro, que se induce una respuesta puramente 

macrofágica de mayor magnitud y duración, que culmina en una lesión en las vías 

aéreas menores. 

Al parecer este mayor acúmulo de células mononucleares pudiéra ser 

responsable del desarrollo de las lesiones; no obstante, no debe pasarse por alto 

el hecho de que las fibras permanecen más tiempo en contacto con el epitelio de 

los conductos alveolares y que estas también pudieran participar en el proceso, 

alterando cuantitativamente y no necesariamente cualitativamente la respuesta 

celular. Los estudios morfológicos de los pulmones de ratas expuestas una vez a 

asbesto también han demostrado que las células epiteliales incorporan timidina 

tritiada con una mayor frecuencia, sin que se haya identificado el origen y la 

naturaleza del o los factores responsables (70). Esto desde luego podría ser 

inducido por algunas monocinas y/o por la acción directa de las fibras de asbesto 

sobre el epitelio, punto que puede explorarse en nuestro modelo. 

Otro aspecto interesante es la respuesta macrofágica observada en los 

lavados bronquioalveolares, lo que confirma nuestra impresión de que estas 

células están fundamentalmente involucradas en la enfermedad experimental. La 

ausencia de aumentos en la cantidad de proteína obtenida por lavado pulmonar 

(posiblemente indicando que no hay trasudación sérica importante) y la existencia 

en el lavado de dos fracciones de diferente peso molecular que son quimiotácticas 

para macrófagos alveolares, sugieren que el complemento no es el único factor 
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que participa en el reclutamiento celular observado. Las fracciones quimiotácticas 

identificadas siguen un patrón interesante en el que participa un factor entre 10 

kDa y 25 kDa durante la fase inicial, seguida por una fase más tardía en la que 

predomina la fracción ›25 kDa. Estos resultados requieren de más trabajo que 

nos permita identificar la razón por la que las fracciones calentadas a 5600 son 

más activas que las que no lo fueron. Una posibilidad es que algunos otros 

componentes del lavado esten interfiriendo con esta actividad, quizas por la 

participación de algunas enzimas proteolíticas. 

Los estudios morfológicos realizados en pulmones de ratas sometidas a 

lavado pulmonar antes de su fijación, indican que los macrófagos y fibras 

localizadas en las primeras bifurcaciones se adhieren fuertemente al epitelio en 

función del tiempo de la exposición. Contrariamente, las células y fibras 

localizadas en los bronquiolos terminales fueron fácilmente lavadas, lo que 

sugiere que se encontraban en el proceso de ser eliminadas por el aparato 

mucociliar. Este punto tiene relevancia para estudios futuros ya que indica que las 

poblaciones de macrófagos alveolares recuperadas por lavado para estudios in 

vitro no necesariamente representan a las células que participan en la lesión. 

Por otro lado, la adhesividad aumentada también involucra a las fibras de 

asbesto, perpetuando los tiempos de exposición y consecuentemente su contacto 

con las células (109). Queda por determinar la naturaleza de este aumento en la 

adhesividad celular, el cual podría estar relacionado con activación epitelial y/o 

macrofágica y en el que participaran algunas monocinas como el factor de 

necrosis tumoral (110) o los mismos factores quimiotácticos (111), puntos que 

todavía no han sido explorados. El hecho de que el número de células adheridas 

al sitio de lesión este aumentado y que el lavado pulmonar no manifieste aumento 

en el número de células recuperadas, parecería indicar que la exposición a 

asbesto si resulta en un aumento en el número total de macrófagos que no se 
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puede determinar únicamente por el lavado bronquioalveolar. 

En conclusión, nuestros resultados sientan precedente para continuar el 

estudio del papel de los macrófagos alveolares en la progresión de las 

neumoconiosis experimentales, sin olvidar la posible participación del epitelio 

alveolar. Otro factor que se debe tomar en cuenta es la mayor permanencia de las 

fibras en los sitios de lesión, lo que también pudiera considerarse como un factor 

adicional y para lo cual requerimos seguir estudiando este modelo. 

Exposición de Eritrocitos a Asbesto 

Nuestro tercer objetivo busca conocer la acción de los polvos inorgánicos 

sobre la porción celular que primariamente se pone en contacto con ellos. Este 

objetivo tiene una proyección finalista encaminada a conocer los eventos 

subcelulares que determinan la lisis celular y su activación. Ya hemos señalado 

que ambos procesos han sido postulados como mecanismos centrales en la 

génesis de las enfermedades pulmonares producidas por polvos inorgánicos. 

El modelo del eritrocito es relativamente simple y permite observar con 

mayor claridad los resultados; además podría ser el punto de partida para 

estudios más complicados, que emplearan como modelo a la célula 

primariamente involucrada en estas enfermedades: el macrófago alveolar. 

La lisis celular resultante de la exposición de eritrocitos a asbesto se ha 

relacionado con diversos factores en donde la interacción partícula célula 

depende de manera importante de la la estructura química y morfologia de las 

fibras; entre ellos Macnab y Harington (2, 36) postularon que la actividad 
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hemolítica del asbesto depende de su gran contenido de hidróxido de magnesio. 

Secchi y Rezzonico (112) propusieron a la capacidad del asbesto para adsorber 

componentes de la membrana celular. Schnitzer y Pudsack (113) propusieron 

una complicada relación entre el área total de las partículas y su naturaleza 

química. Posteriormente Morgan y col. (114) y Light y Wei (115) encontraron una 

relación significativa entre la carga de las partículas y su capacidad hernolitica, al 

comparar diferentes tipos de asbesto. A partir de la hipótesis de Harington y col. 

(116), se ha trabajado en torno a la idea de que la carga positiva del asbesto 

crisotilo impartida por el Mg++, interacciona con los radicales carboxilo del ácido 

siálico en la superficie celular, conglomerando a las proteínas y aumentando la 

permeabilidad iónica de la célula. Posteriormente se han agregado otras pruebas 

que sugieren la existencia de otros factores en el desarrollo de tisis celular, como 

la peroxidación de los lípidos de la membrana (117), la adsorción de fosfolípidos 

a las partículas (118, 119, 120), la dependencia del área total de la superficie de 

las partículas (121) y desde luego, la dependencia del ácido siálico y los 

fosfolípidos de la membrana (37, 122). 

No obstante la información disponible, poco se ha estudiado la función de 

las membranas afectadas por el asbesto. El único antecedente que pudimos 

encontrar se refiere a la actividad de algunas enzimas citoplásmicas y de la 

membrana de eritrocitos expuestos a cuarzo.(123) y a asbesto (112). La finalidad 

de esos estudios fue probar la afinidad del asbesto por las membranas y no por 

las proteínas citoplásmicas. En el caso del cuarzo también se observó un 

incremento en la actividad total de las ATPasas, sin que los autores discutieran 

este fenómeno. Para el caso del asbesto, solo probaron la actividad de la 

acetilcolinesterasa y fue expresada porcentualmente en relación a la dosis de 

asbesto empleada, sin que se informaran las actividades específicas de sus 
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controles ni de sus problemas. Es por esto que dichos trabajos solo asocian la 

actividad enzimática de las membranas con su adsorción a las partículas. 

El objetivo de nuestro trabajo fue determinar la actividad específica de las 

ATPasa de [Na+, K+] y de [Ca++, Mg++J  en los eritrocitos expuestos in vitro a 

asbesto, esperando encontrar alteraciones en la primera y no en la segunda, por 

ser esa una glucoproteína y partiendo de la hipótesis de que el asbesto se une 

predominantemente al ácido siálico de las glucoproteínas de la membrana celular. 

Nuestro primer paso fue probar que las suspensiones de asbesto no 

interferirían con nuestros métodos experimentales. Por un lado, con la 

determinación de proteína por introducir partículas al sistema y por el otro, por su 

interacción con los aniones del medio como el ATP o el Pi. Ninguno de estos 

efectos fue observado, por lo que los resultados indican un efecto directo del 

asbesto sobre los eritrocitos. Las preparaciones de asbesto corresponden a fibras 

de un tamaño comparable a las que producirían enfermedad pulmonar al ser 

inhaladas. Las dosis empleadas incluyen desde las que no producen hemólisis 

hasta las que Usan 50% de las células expuestas. Los resultados morfológicos 

corroboraron la interacción de las fibras con las membranas, pasando por una 

fase de deformación celular previa a la lisis. 

De acuerdo con nuestra hipótesis inicial, la actividad de la ATPasa de [Na+, 

K+] se encontró inhibida a partir de una dosis incapaz de producir hemólisis. Esta 

inhibición no fue dependiente de la dosis. Interesantemente, la incubación del 

asbesto con los fantasmas obtenidos a partir de células normales no expuestas a 

asbesto no resultó en una inhibición comparable. Esto puede explicarse en base 

a la cantidad de membranas que se encuentran orientadas apropiadamente en la 

preparación de fantasmas (70%), o por el hecho de que algunos componentes de 

la membrana hayan sido extraidos durante la preparación de los fantasmas o 

también, por la necesidad de que el eritrocito mantenga su forma para que haya 
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una óptima interacción con las partículas. 	Independientemente de estos 

fenómenos, los resultados indican la existencia de inhibición en la actividad de 

esta ATPasa como resultado de la interacción del asbesto con las membranas del 

eritrocito. De manera opuesta, la ATPasa de [Ca++, Mg++) mostró incremento en 

su actividad dependiente de la dosis de asbesto empleada. Esto no fue 

observado cuando se incubó el asbesto con los fantasmas normales obtenidos de 

células no expuestas a asbesto. La explicación de estos cambios requiere de 

estudios adicionales, sin embargo; la exposición de las célula intacta al asbesto 

también parece ser determinante en la producción de alteraciones en esta otra 

ATPasa. Dentro de los factores que estimulan a la ATPasa de [Ca++, Mg++] se 

encuentran la calmodulina (87), alteraciones en el microambiente lipídico de la 

enzima (124, 125, 126) o la proteólisis limitada de la misma (126). Todas estas 

posibilidades tienen cabida teórica en nuestro sistema. Resultados preliminares 

obtenidos en nuestro laboratorio han demostrado las capacidad del asbesto por 

adsorber calmodulina. Esto podría estar desempeñando algún papel en nuestros 

experimentos, bien por que la calmodulina se expone artificialmente al asbesto 

durante la preparación de los fantasmas o bíen porque la interacción de las fibras 

con las membranas impidan que la calmodulina se libere fácilmente durante los 

lavados hipótonicos. Quedaría por cuantificar comparativamente la cantidad de 

calmodulina presente en los fantasmas de eritrocitos expuestos o no al asbesto. 

La posibilidad de que los lípidos de la membrana alteren el microambiente 

de la enzima es otra opción viable ya que se sabe que el asbesto induce 

peroxidación de los lípidos (117) o adsorción de fosfolípidos (119), que podrían 

resultar en reacomodos o redistribución de lípidos en la membrana. Por último, 

quedaría por mencionar la posibilidad de que existiera una proteólisis limitada de 

la enzima, inducida por la liberación de proteasas endógenas, liberadas durante 
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el proceso y favorecidas por el asbesto. Una manera simple de explorar esta 

posibilidad podría ser el empleo de inhibidores de proteasas durante la obtención 

de los fantasmas. 

Como se puede observar, las opciones a seguir son varias, pero queda 

claro que los efectos del abesto sobre estas ATPasas requiere de su interacción 

con las células intactas. Hasta aquí los resultados parecerían favorecer la idea de 

que el asbesto interactúa con las glucoproteínas de la membrana, lo que 

concuerda con nuestros experimentos de disponibilidad del ácido siálico. Sin 

embargo, la liberación obtenida nunca fue menor del 70%, por lo que la 

interacción no solo debe de ser a este nivel. Una prueba adicional sería la acción 

sobre la ATPasa de [Ca++, Mg++] la cual no es una glucoproteína. Resultados 

informados por otros investigadores tampoco indican una inhibición total en la 

liberación del ácido siálico de células expuestas a asbesto (37, 122). Esto nos 

llevó al estudio electroforético de las membranas expuestas o no al asbesto, 

después de su tratamiento con Tritón X-100 y en los que no observamos 

diferencias importantes entre las fracciones libres y las adsorbidas a asbesto. Por 

lo tanto, nosotros favorecemos la idea de que el asbesto atrape fragmentos 

completos de membrana, sin que comprometa particularmente a alguno de sus 

componentes. La prueba de que tanto lípidos como proteínas se peguen al 

asbesto (37, 117, 118, 119, 120, 122) favorece nuestra hipótesis. Quedarían 

por realizar experimentos más finos de electroforesis en los que se pudieran 

determinar las relaciones y cantidades de las diferentes proteínas de la 

membrana, para excluir la posibilidad de que el asbesto se una específicamente a 

un tipo de proteínas. Por último, las alteraciones funcionales informadas en esta 

tesis no parecen desempeñar un papel directo en la lisis celular. Los resultados 

obtenidos en cuanto a incrementos en las concentraciones intracelulares de Na+ 
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en eritrocitos expuestos a asbesto (37), no parecen estar relacionados con la 

inhibición de la ATPasa de [Na+, 	Sin embargo, esto si podría contribuir en 

perpetuar un desequilibrio iónico intracelular nocivo para las células. Esta 

aseveración se basa en el hecho de que la inhibición observada en nuestros 

experimentos ocurre con dosis que no son capaces de inducir hemólisis. Por otro 

lado, la incubación de los eritrocitos en ausencia de sodio resulta en grados de 

hemólisis similares a los observados en su presencia. Un punto interesante a 

estudiar sería la inducción de cambios similares en un sistema celular más 

resistente a la lisis inducida por asbesto y en el que los desequilibrios iónicos 

pudieran desempeñar un papel más importante en la activación celular; el 

candidato a considerar sería el macrófago alveolar. 

En conclusion, nuestros objetivos se cumplieron y permitieron: 

1) Conocer las fases iniciales de la respuesta pulmonar a un polvo 

contaminante potencialmente patógeno y relevante en nuestro país. 

2) Establecer las bases morfólogicas de un modelo de exposición 

múltiple a asbesto que nos permitíra explorar los mecanismos de progresión de la 

fibrosis intersticial pulmonar inducida por este polvo , 

3) Identificar algunos transtornos en la función de la membrana de 

eritrocitos expuestos a asbesto, como un proceso relevante en las fases iniciales 
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de este tipo de enfermedades. 
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RESUMEN 

EFECTOS TISULARES Y CELULARES DE LA EXPOSICION EXPERIMENTAL A 
POLVOS INORGANICOS 

Tesis para Obtener el Grado de Doctor en Investigación Biomédica Básica 
Alvaro Román Osornio Vargas 

La presente tesis tiene como objetivo valorar a diversos niveles experimentales el 

potencial y los mecanismos tóxicos inducidos por contaminantes ambientales del tipo de los 

polvos inorgánicos. La primera parte de la tesis evalúa in vivo e in vitro algunos de los 

mecanismos patogénicos de una muestra de polvo ambiental de la ciudad de Mexicali, Baja 

California (PM). Este polvo es una mezcla de alúmino-silicatos que experimentalmente produce 

lisis celular y fibrosis pulmonar y que al ser inhalado por ratas (3 hrs., 14 mglm 3  de aire) se 

deposita principalmente en la primera bifurcación de los ductos alveolares. Veinticuatro horas 

después de la inhalación, las partículas fueron removidas y sustituidas por cúmulos de 

macrófagos alveolares (MA) que migraron a los sitios de depósito del polvo. Dado que el PM fue 

capaz de activar in vitro el complemento presente en el suero y en las proteínas del árbol 

traqueobronquial (activación que resultó en quimiotaxis de MA) se postula que la migración de 

MA observada in vivo pudiera deberse a activación del complemento. Este patrón de respuesta 

es muy similar al inducido por otros polvos tóxicos como el asbe%to y el cuarzo, por lo que como 

segundo objetivo nos propusimos valorar la respuesta a la inhalación de un contaminante mejor 

caracterizado como es el asbesto. La inhalación de tres dosis de asbesto resultó en una lesión 

fibrótica, histológicamente reconocible a lo largo de los conductos alveolares, ocho días 

después de la última inhalación. Las observaciones a tiempos post-exposición mas tempranos, 

indican que el polvo se sigue depositando en la primera bifurcación y que el número de MA que 

migra a esos sitios es mayor. Las células, al ponerse en contacto con el asbesto, se adhieren al 

epitelio y no pueden ser removidas por lavados bronquioalveolares. Estos resultados indican 

que el MA juega un papel central en la progresión de las lesiones pulmonares inducidas por 

polvos inorgánicos. Por último, el tercer objetivo se encaminó a determinar el efecto del asbesto 

crisotilo en la función de la membrana del eritrocito expuesto in vitro. Específicamente se valoró 

la actividad de la ATPasa de [Na+, K4") y de (Ca 44, Mg+41, encontrándose una inhibición de la 

primera y una estimulación de la segunda. Aunque estos hallazgos no explican el potencial 

hemolítico del asbesto, sí ofrecen información importante que permitirá comprender mejor los 
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mecanismos de daño observado en células que naturalmente se exponen a este tipo de 

contaminantes (p.ej. MA). 

En conclusión, la presente tesis ofrece información relacionada con las fases iniciales de 

la interacción in vitro e in vivo, de partículas inorgánicas con células aisladas y con el pulmón. Las 

muestras estudiadas correspondieron a un polvo contaminante relevante a nuestro medio y al 

asbesto, un tipo de partícula de características bien conocidas. Las metodológias empleadas 

fueron: microscopia de luz y de barrido, microanálisis de rayos-x, exposición de animales a 

polvos inorgánicos, determinación del complemento, quimiotaxis, doble inmunodifusión, 

aislamiento de proteínas, determinaciones enzimáticas y electroforesis. 
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ABSTRACT 

inhalation of inorganic particles results in interstitial lung disease. The current hypothesis 

states that alveolar macrophages (AM) play a central role in the disease by moving towards the 

inhaled particles, subsequently becoming activated and then secreting several molecules that lead 

to a fibrotic lung disease. This thesis deals with the pathogenesis of interstitial lung disease at three 

different levels: 1) recognition of early particle deposition and consequent cell response to an 

aluminum-silicate previously identífied as a pollutant by our group, 2) identífication of the deposition 

pattern and the AM response to a triple exposure to chrysotile asbestos, and 3) the study of 

membrane functional alterations in red blood celis exposed to asbestos, as an indicator of early 

changes induced by particles. These studies were based on morphological observations at the light 

and electron microscopic levet, as well as chemotaxis and biochemical evaivations of membrane 

ATPases. Our results demonstrate that the aluminum-silicate from Mexicali, Baja California, deposits 

in the lung and induces a cell response after inhalation in rats. Similar results have been observed 

with other fibrogenic dusts. We also demonstrate the capability of this dust to activate complement, 

suggesting that the AM accumulation occurring at sites of particle deposition could be mediated by 

this system. In addition, multiple exposures to asbestos result in a severe lesion along the alveolar 

ducts. These lesions are related to deeper partcle deposition and to a greater AM mobilization. 

Finally, we demonstrate that red blood cells exposed in vitro to asbestos alter their shape before 

being destroyed. Previously to lysis, [Na+, K+1 ATPase is inhibited and the [Ca++, Mg++] ATPase is 

stimulated. At the present time we are in the process of studing the relevance of such observations. 

Our results permitted the identificaban of the early biological and biochemical events 

produced by the inhalation of a local air pollutant. We, also described for the first time, the partido 

deposition pattern and AM response in rats exposed three times to asbestos. Finally, our 

membrane studies open a new aren of study directed to understand the cell alterations induced by 

inorganic partidos. 
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